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中 译 版 序 


《基因 的 分 子 生物 学 》( 第 六 版 ) 的 中 文 版 能 紧 随 其 英文 版 迅速 面世 ， 使 我 非常 


我 们 对 基因 的 认识 能 以 前 所 未 见 的 速度 更 新 ， 首 先 要 归功 于 DNA 测序 技术 的 突 
BK. WPS RNA 的 新 发 现 及 其 在 细胞 中 操作 的 新 技术 也 同样 功 不 可 没 。 

我 的 这 本 书 ， 仍 是 由 杨 焕 明教 授 领导 他 的 团队 翻译 成 中 文 的 。 他 们 作为 分 子 生 物 学 
家 的 系 质 和 水 平 ， 使 我 相信 中 国 的 同事 和 同学 阅读 本 书 中 文 版 之 所 得 ， 不 会 亚 于 阅读 本 
书 的 类 文 版 。 

本 书 新 版 之 日 ， 适 着 几 千 个 人 类 个 体 的 基因 组 正 准 备 被 测序 之 时 。 我 囊 心 希望 我 的 这 
本 书 能 激励 更 多 的 年 轻 的 中 国 科学 家 脱颖而出 ， 参 与 并 领导 这 一 人 类 文明 的 伟大 进步 。 


J.D. Ke 
2008 年 7 月 14 日 于 冷泉 港 


Foreword 


I am delighted that the sixth edition of The Molecular Biology of the Gene is so soon appearing in a Chinese 
edition. Our knowledge about genes is moving ahead faster than ever before — thanks to the availability of powerful 
new technologies for reading the sequences of DNA molecules and expressed RNA molecules. Equally important 
has been the discovery of new classes of regulatory RNAs and methodologies for manipulating their presence 
within cells through the introduction of RNA molecules. 


That my book’s translation into Chinese is again done by a team of high quality molecular biologists led by 


Professor Huanming Yang reassures me that the sentences read by the Chinese university science students have 


identical meaning to those learned by students who read this book in English. 


As we are about to start looking at the genomes of many thousands of human beings, I hope my book helps 


position many young Chinese scientists to help lead this major step forward for human civilization. 


«Meee SwA 


James D. Watson 


14 July 2008 
Cold Spring Harbor, New York 
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《基因 的 分 子 生物 学 》( 第 五 版 ) Ἡ 2003 年 问世 以 来 ， 好 评 如 潮 。2008 年 发 行 的 第 
入 版 ， 又 “ 百 斥 竺 头 ， 更 进一步 ”。 

与 前 五 版 一 样 ， 第 六 版 保留 了 本 书 的 风格 和 结构 。 但 与 第 五 版 相 比 ， 第 六 版 不 仅 对 
几乎 所 有 章 记 进行 了 精心 修订 (有 几 章 的 修改 幅度 还 很 大 ) ， 而 且 新 增 了 第 18 章 调 控 
RNA 和 第 20 草 基 因 组 分 析 与 系统 生物 学 ， 以 反映 这 5 年 来 生命 科学 领域 的 重要 进展 。 

在 较为 仔细 地 阅读 了 本 版 新 增 的 这 两 章 之 后 ， 公 平地 说 ， 这 新 的 两 章 毕 竟 是 初出 茅 
J, KARE: 测序 技术 的 描述 在 刚 出 版 不 久 的 今天 已 有 过 时 之 嫌 。 这 一 方面 是 由 于 任 
何 一 本 书 的 再 版 速度 也 不 可 能 赶 上 测序 技术 这 几 年 的 “革命 性 ”的 飞速 进展 ; 另 一 方 
面 ， 该 章 的 执笔 者 也 似乎 未 必 是 测序 圈 内 的 “和 弄潮儿”。 而 有 关 “ 系 统 生 物 学 ” 那 一 章 
的 不 人 尽 如 人 意 ， 责 备 撰 写 者 也 许 是 不 公平 的 。 正 如 作者 在 前 言 中 特意 说 明 的 ， 这 一 时 尚 
的 新 学 科 的 名 称 也 “尚未 明确 定义 (rather ill-defined)”。 名 不 正 ， 言 就 难以 很 怖 。 相 
比 而 言 ， 调 控 RNA 的 部 分 可 能 是 写 得 最 好 的 ， 也 许 是 我 恰恰 对 这 一 领域 了 解 最 少 。 

这 一 点 也 不 奇怪 。 这 正 说 明了 本 书 为 什么 近 45 年 来 一 直 经 久 不 误 ， 备 受 青睐 。 经 
过 6 次 洗礼 的 本 书 原 有 章节 ， 已 经 千 锤 百 炼 ， 堪 称 炉 火 纯 青 ， 绝 非 一 日 之 功 。 我 对 新 增 
两 章 的 评论 ， 也 是 出 于 “ 爱 之 深 ， 责 之 切 ”， 一 点 也 不 影响 我 对 这 两 章 以 至 于 全 书 进 一 
步 提高 的 信心 。 我 已 为 本 版 所 体现 的 作者 精益 求 精 的 态度 所 折服 。 

我 热忱 地 回 读 者 推荐 本 书 的 第 六 版 。 这 不 仅 是 由 于 第 六 版 的 出 版 周期 比 前 一 版 缩短 
不 小 ， 而 且 是 由 于 本 版 的 翻译 质量 有 了 一 定 的 提高 。 在 审阅 本 版 时 ， 我 深 为 前 一 版 中 的 
一 些 错误 和 不 妥 之 处 感到 贿 愧 ， 也 为 本 版 肯定 同样 存在 的 甫 疯 而 提前 向 读者 致 火 。 

我 要 特别 感谢 Watson 博士 。 感 谢 他 在 百 忙 之 中 为 本 书 中 文 第 六 版 写 的 序言 。 我 至 
今 不 能 瑟 记 ， 那 正 是 他 一 生 中 也 许 唯一 的 多 事 之 秋 。 文 如 其 人 。 让 我 们 一 起 来 细 细 品味 
这 一 短文 ， 来 好 好 理解 这 位 科学 巨匠 在 者 孝 之 年 对 这 一 领域 的 期 待 ， 特 别 是 对 中 国 年 轻 
一 代 的 期 望 :“ 我 衷心 希望 我 的 这 本 书 能 激励 更 多 的 年 轻 的 中 国 科学 家 脱颖而出 ， 参 与 
并 引领 这 一 人 类 文明 的 伟大 进步 。” 


杨 焕 明 
2009 年 5 月 于 深圳 


目 四 年 前 《基因 的 分 子 生物 学 》 第 五 版 问世 以 来 ， 分 子 生 物 学 发 生 了 三 个 重大 的 恋 
化 : 第 一 是 基因 组 测序 成 本 的 降低 及 其 深远 的 影响 ;第 二 是 ΕΝΑ 作为 调控 分 子 的 认识 
及 其 广泛 的 认可 ; 第 三 是 被 好 多 人 奉 为 基因 组 时 代 之 后 分 子 生物 学 未 来 的 系统 牛 物 学 . 
本 书 第 六 版 充分 反映 了 所 有 这 三 方面 进展 的 影响 。 

企 过 去 的 四 年 中 ， 我 们 已 经 完成 了 很 多 生物 的 基因 组 序列 ， 其 中 还 包括 本 书 一 位 作 
者 的 序列 。 现 在 ， 一 个 基因 组 的 测序 成 本 只 有 2003 年 的 五 百 分 之 一 。 那 一 年 ， 我 们 只 
有 模式 生物 一 一 酵母 、 线 虫 、 拟 南 草 、 果 蝇 、 小 鼠 、 人 类 的 基因 组 序列 ， 或 许 还 有 其 他 
两 三 种 动物 。 现 在 ,我 们 有 了 更 多 的 生命 之 树 的 代表 物种 的 基因 组 序列 SU «ΚΕ 
Ἠμ ει 猫 和 狗 ， 好 多 种 昆虫 ; 水 稻 ， 海 鞭 ， 负 鼠 (opossum); 和 许多 其 他 基因 组 .我 
们 在 同一 类 生物 中 也 有 了 更 多 的 代表 性 基因 组 : 例如 ， 到 目前 为 止 已 有 13 个 种 的 果 量 
基因 组 序列 被 测定 。 更 为 重要 的 是 ， 我 们 已 经 进入 了 个 体 基 因 组 的 时 代 。 同 已 提 到 的 
James Watson 一 起 ，Craig Venter 的 基因 组 也 已 经 完成 测序 

序列 数量 的 爆炸 不 仅 使 测序 技术 的 影响 随处 可 见 ， 也 使 测序 成 为 生物 实验 室 的 党 规 
技术 。 本 书 这 一 新 版 本 中 的 好 多 进化 和 机 理 的 讨论 ， 其 论点 也 是 基于 或 近 缘 或 远 缘 的 物 
种 的 基因 组 比较 数据 。 

正 征 基 因 组 序列 带 来 了 第 二 个 重大 的 进展 一 一 对 RNA 全 部 功能 的 认识 。 蔡 换 前 接 
的 重要 影响 和 调控 RNA 的 广泛 应 用 的 内 容 ， 代 表 了 这 一 版 本 的 最 大 修订 

系统 生物 学 仍然 是 一 个 定义 不 明 (ill-defined) 的 术语 ， 不 同 的 人 有 不 同 的 理解 ， 
一 泽 和 人 了 认为 这 只 不 过 是 高 通 量 的 方法 学 ， 另 一 些 人 则 看 成 是 生物 系统 的 数学 模型 。 在 本 
版 中 ， 我 们 讨论 了 这 一 新 兴 领 域 与 本 书 内 容 最 明显 最 直接 相关 的 一 个 方面 ， 基 因 调 控 网 
络 的 阐述 和 模型 建立 ， 


本 书 的 结构 


信 管 有 很 多 修改 ， 但 本 书 的 很 多 核心 价值 和 结构 框架 并 没有 改变 。 因 而 ， 新 版 的 结 
构 仍 与 上 一 版 本 一 样 ， 分 为 五 个 部 分 : 

第 一 篇 ”安排 了 全 书 所 有 内 容 的 基础 知识 ， 叙 述 了 遗传 和 分 子 生 物 学 的 历史 ， 解 释 
了 决定 大 分 子 结构 和 功能 的 化 学 原理 。 

第 二 篇 ”涵盖 了 遗传 物质 的 组 织 和 维持 。 从 介绍 DNA 和 ΕΝΑ 结构 人 手 ， 到 组 装 
到 染色 体 中 的 基因 组 组 成 ， 解 释 了 DNA 复制 ， 重 组 和 修复 。 

第 三 篇 ”阐述 了 通过 转录 、 剪 辑 和 翻译 过 程 的 基因 组 表达 。 

第 四 篇 ”讨论 了 基因 组 中 基因 表达 的 调控 。 包 括 转 录 调 控 的 机 制 ， 调 控 ΕΝΑ 在 其 
因 表 达 的 作用 ， 进 化 中 调控 机 制 的 演变 。 最 后 ， 我 们 安排 了 基因 表达 的 全 基因 组 范围 的 
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研究 ， 系 统 生物 学 和 合成 生物 学 等 新 兴 领 域 中 基因 调控 网 络 的 模型 建立 和 分 析 。 

第 五 篇 ”由 两 章 组 成 : 一 章 是 分 子 生物 学 、 基 因 组 学 、 蛋 白质 组 学 和 生物 信息 学 的 
技术 ， 另 一 章 是 已 经 给 我 们 揭示 了 许多 分 子 生物 学 基本 原理 的 模式 生物 的 人 研究。 

新 版 不 仅 对 每 一 章 都 做 了 修改 ， 而 且 还 增加 了 好 多 新 的 内 容 。 最 显赫 的 是 新 增 了 两 
个 新 的 章节 和 一 系列 新 的 框图 。 


新 章节 和 框图 


18 章 : 调控 RNA 自 第 五 版 以 来 ， 最 显著 的 进展 是 发 现 数目 众多 的 RNA 都 是 基 
因 的 调控 因子 。 在 该 章 中 ， 我 们 差不多 讨论 了 所 有 相关 的 发 现 : 从 细菌 的 核糖 开关 
(riboswiches) 和 小 RNA (small RNA)， 到 真 核 生 物 的 RNA Fè CRNA interference) 
和 microRNA， 再 到 X 染色 体 失 活 中 RNA 调控 子 的 作用 等 等 。 除 了 详细 讨论 这 些 调 六 
因子 的 工作 机 制 外 ， 我 们 还 讨论 了 它们 是 如 何 被 发 现 的 ， 又 是 如 何 给 我 们 提供 了 基因 表 
达 人 工 操 作 的 新 途径 。 

20 章 : 基因 组 分 析 和 系统 生物 学 ”通过 许多 动物 的 基因 组 测序 发 现 它们 的 基因 组 
序列 高 度 相 似 。 这 个 发 现 强 调 了 一 个 基因 组 中 决定 表 型 差异 的 绝 大 部 分 基因 在 调控 上 的 
区 别 。 现 在 我 们 有 了 研究 全 基因 组 的 基因 表达 方式 的 技术 ， 因 而 在 此 讨论 这 些 技术 的 工 
作 原 理 和 基于 这 些 技术 的 发 现 。 在 本 章 的 第 二 部 分 ， 我 们 还 讨论 了 关于 基因 调控 网 络 的 
代表 性 “线路 图 ” (wiring diagrams) ， 突 出 地 说 明了 这 些 途 径 中 的 信息 流动 和 “决策 ” 
λε 

框图 ”第 六 版 中 增添 了 一 系列 新 的 框图 ， 分 别 表示 : 

。 关 键 实验 ”描述 了 在 各 个 领域 中 的 历史 性 的 和 新 近 的 关键 实验 。 在 不 打 断 正文 的 
文字 表述 的 同时 ， 给 学 生 介 绍 科 学 问题 是 如 何 通 过 实验 来 解决 的 。 

。 技术 ”描述 了 与 该 章节 相关 的 技术 ， 与 本 书 最 后 两 草 描 述 的 常见 技术 互补 。 

。 医 学 联系 ”强调 了 基础 分 子 生 物 学 和 多 种 人 类 疾病 之 间 的 联系 ， 重 点 强调 了 基础 
研究 如 何 推进 现代 医学 的 发 展 。 

。 最 新 概念 ”在 更 高 层次 上 探究 所 选择 的 一 些 新 概念 ， 加 深 学 生 对 前 沿 思 想 的 
认识 。 

冷泉 港 实 验 室 照 片 ” 正 如 前 面 所 有 版 本 一 样 ， 本 版 的 每 一 篇 都 以 一 组 照片 开始 ， 其 
中 一 些 是 本 版 新 增 的 。 这 些 照片 都 选 自 冷 果 港 实验 室 档案 馆 ， 并 且 痢 是 在 冷 果 港 扣 摄 
的 ， 大 部 分 是 自 1933 年 开始 几乎 每 年 夏天 都 在 那里 举行 的 专题 讨论 会 的 照片 。 每 一 张 
照片 的 说 明 都 标 出 了 这 些 人 物 及 拍摄 的 时 间 。 更 多 的 历史 性 的 镜头 可 以 浏览 冷 果 港 实验 
室 档 案 馆 的 网 站 (http://archives. cshl. edu/ ) ο 
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DNA 的 复制 性 转 座 345 
类 病毒 反 转 录 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 通 过 一 个 
RNA 中 间 体 实现 移 位 ”347 
框 11-3 反 转 录 病 毒 CDNA 的 合成 途径 349 
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DNA 转 座 酶 和 反 转 录 整 合 酶 同属 于 一 个 蛋白 
超 家 族 351 
RIRE (poly-A) 反 转 录 转 座 子 通过 一 种 
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DNA 转 座 因 子 363 
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RNA 聚合 酶 和 转录 周期 380 
RNA 聚合 酶 具有 不 同形 式 ， 但 有 许多 共同 特 
性 380 
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HE 12-2 单 亚 基 RNA 聚合 酶 “393 
RNA 聚合 酶 可 能 变 得 停滞 不 前 ， 需 要 挪 走 
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400 
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F+ DNA 402 
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403 
体内 的 转录 起 始 需要 其 他 蛋白 质 参 与 ， 包 括 
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467 
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子 478 
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形成 肽 键 的 一 个 循环 要 消耗 两 个 GTP 分 子 和 
一 个 ATP 分 子 498 
框 14-4 GTP 结合 蛋白 、 构 象 转变 以 及 翻译 
事件 的 忠实 性 和 次 序 499 
翻译 终止 ”500 
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EM til 508 
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511 
通过 对 mRNA 特异 的 4E-BPs 进行 的 翻译 空 
间 调 控 511 
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日 的 翻译 513 
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依赖 翻译 的 mRNA 和 蛋白 质 的 稳定 性 调节 516 
SsrA RNA 援救 翻译 缺陷 mRNA 的 核糖 体 
516 
真 核 细 胞 降解 不 完整 的 或 终止 密码 子 提前 的 
mRNA 517 
小 结 519 
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反 密 码 子 的 摆动 配对 524 

三 个 密码 子 指导 链 的 终止 ”526 

遗传 密码 是 如 何 破译 的 ? 526 

通过 人 工 合成 的 mRNA 激发 氨基 酸 的 掺 入 
526 

poly-U 编码 多 聚 Phe 527 

混合 多 聚 核 背 酸 使 其 他 密码 子 的 组 成 得 以 确 
定 528 

tRNA 和 特定 的 三 联 密码 子 结合 529 

重复 共聚 物 确定 密码 子 529 

遗传 密码 遵循 的 三 条 规律 530 


改变 遗传 密码 的 三 种 点 突变 531 

遗传 密码 是 以 3 个 碱 基 为 阅读 单位 的 遗传 学 
证 据 532 

抑制 突变 可 以 存在 于 相同 或 不 同 的 基因 中 532 
基因 则 抑制 涉及 突变 tRNA 533 
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证 实 遗 传 密码 的 正确 性 535 

遗传 密码 几乎 通用 536 
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转录 调控 的 原理 545 
基因 表达 由 调控 蛋 日 控制 ”545 
很 多 局 动 子 通过 协助 RNA 聚合 酶 结合 DNA 
的 活化 子 和 阻碍 两 者 结合 的 抑制 子 进行 调 
控 546 
菏 些 活化 子 通 过 变 构 和 调控 ΕΝΑ 聚合 酶 对 结 
合 后 的 转录 步骤 起 作用 547 
远程 激活 和 DNA 环 化 548 
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549 
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转录 起 始 调控 549 
转录 起 始 的 调控 : 原核 生物 的 实例 550 
活化 子 和 抑制 子 共同 控制 Lac 基因 550 
CAP 和 Lac 抑制 子 对 RNA 聚合 酶 结合 lac JA 
动 子 的 作用 是 相反 的 ”551 
CAP 具有 独立 的 激活 表面 和 DNA 结合 表面 
552 
框 16-1 活化 子 劳 路 实验 553 
CAP 和 Lac 抑制 子 以 相同 的 结构 模 体 结合 
DNA 554 
Lac 抑制 子 和 CAP 的 活性 由 其 信号 变 构 控制 
556 
ME 16-2 Jacob, Monod 及 其 基因 调控 的 观点 


原核 生物 的 基因 调控 545 


557 
组 合 控制 : CAP 也 控制 其 他 基因 559 
选择 性 的 o 因子 指导 RNA 聚合 酶 选择 性 地 结 

aAa 560 
NtrC 和 MerR: 以 变 构 而 非得 集 作 用 的 转录 

活化 于 560 
NtrC 具有 ATPase 活性 日 其 作用 位 点 距 基 因 

eye 561 
MerR 通过 扭曲 DNA 激活 转录 562 
某 些 抑制 子 在 尼 动 子 上 涉 留 而 非 排斥 RNA R 

合 酶 ”562 
AraC 和 抗 激活 作用 对 araBAD 操纵 子 的 控制 

563 

λ ΗΕ: 调 探 的 层次 564 
基因 表达 的 选择 性 模式 控制 裂解 和 溶 原 性 生 

长 565 
调控 蛋 日 及 其 结合 位 点 567 
入 抑制 子 与 操作 子 位 点 协同 结合 568 
HE 1653 浓度、 亲和力 和 协同 结合 568 
抑制 了 于 和 Cro 以 不 同 模 式 结合 控制 裂解 和 溶 

原生 长 ”571 
深 原 性 诱导 需要 入 抑制 子 的 蛋白 水 解 切割 

571 
抑制 子 的 负 目 我 调控 需 远 程 相 互 作 用 和 大 的 
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DNA 5: 572 
HE 1654 入 转换 的 进化 ”573 
Ae 由， 一 种 控制 溶 原 或 裂解 、 生 长 或 感染 新 
1Η ENTE 576 | 
侵 染 特定 细菌 的 噬菌体 颗粒 的 数目 影响 侵 染 
走 问 溶菌 或 溶 原 576 
框 16-5 ”遗传 学 方法 确定 参与 裂解 / 溶 原 选择 
的 基因 577 
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从 酵母 到 哺乳 动物 转录 调控 的 保守 机 制 587 
活化 子 的 DNA 结合 与 激活 功能 的 分 离 587 
ME 17-1 双 杂 交 实 验 590 | 
真 核 细胞 调控 蛋白 使 用 一 系列 DNA 结合 域 ， 

但 DNA 识别 的 原理 与 细菌 的 相同 591 
激活 域 结构 不 确定 性 ”593 

通过 真 核 生物 活化 子 募集 结合 基因 的 蛋白 复合 
物 594 
活化 于 募集 转录 机 器 到 基因 上 594 
活化 子 也 募集 核 小 体 修饰 物 来 帮助 转录 机 器 

结合 到 启动 子 上 595 
在 某 些 启动 子 上 活化 子 募集 另 一 个 因子 来 进 
行 有 效 的 起 始 和 延伸 597 
远 距 作用 : 环 与 绝缘 子 597 
东 些 基因 群 的 正确 调控 需要 位 点 控制 区 域 
598 
框 17-2 ”同一 和 不 同 染 色 体 上 远 距 离 相互 作用 
600 

信号 整合 与 组 合 控制 602 
活化 子 联 合作 用 促进 信号 整合 602 
信号 整合 : HO 基因 受 两 个 调控 子 的 控制 ， 一 

THERE MED, H—-T REDD E 
H 604 

信和 号 整合 : 活化 子 协同 作用 ， 共 同 与 人 类 8 干 
扰 素 基因 结合 ”604 

组 合 控制 是 真 核 细 胞 的 复杂 性 与 多 样 性 的 核 
ARLE 607 
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细菌 中 RNA 介 导 的 调控 ”631 
基因 转录 物 中 的 核糖 开关 一 一 通过 改变 二 级 


E. coli 的 生长 条 件 控 制 CI 的 稳定 性 并 因而 
控制 裂解 / 溶 原 的 选择 578 

λ 发 育 中 的 转录 抗 终止 作用 578 

刻 回 调控 : RNA 合成 和 稳定 性 控制 相互 影响 
并 决定 基因 表达 581 

小 结 582 

参考 文献 583 


真 核 生物 的 基因 调控 585 


莆 母 交配 型 基因 的 组 合 控制 ”607 
HE 17-3 ”调控 回路 的 可 进化 能 力 609 
转录 抑制 子 610 
信号 转 导 与 转录 调控 子 的 控制 ”612 
信号 通常 通过 信号 转 导 通路 传达 至 转录 调控 
T ος 
信号 通过 多 种 方式 控制 真 核 细 胞 转录 调控 子 
613 
活化 子 和 抑制 子 有 时 以 片段 形式 存在 ”616 
BHEAS DNA 修饰 导致 的 基因 “沉默 ” 616 
在 酵母 中 ,沉默 由 组 蛋白 的 脱 乙酰 化 作用 和 
中 基 化 作用 介 导 617 
果 蝇 中 ΗΡΙ 识别 甲 基 化 的 组 蛋白 和 凝聚 染色 
质 618 
HE 17-4 存在 组 蛋白 密码 吗 ? 619 
在 哺乳 动物 中 ，DNA 甲 基 化 与 沉默 状态 的 基 
Al 620 
基因 表达 的 epi 遗传 调控 622 
HE 17-5 转录 抑制 与 人 类 疾病 ”622 
基因 的 表 观 遗传 调控 623 
基因 表达 的 某 些 状态 跨越 细胞 分 裂 得 以 继承 ， 
即使 起 始 信 号 不 再 存在 ”624 
框 17-6 用 转录 因子 将 体 细胞 重新 编程 为 胚胎 
干细胞 626 
小 结 627 
参考 文献 629 


ΤΗΣ RNA 631 


结构 调控 基因 表达 633 
框 18-1 受 衰 减 作 用 调控 的 氨基 酸 生 物 合成 操 
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纵 子 637 
RNA 干扰 是 真 核 生 物 的 主要 调控 机 制 639 
小 RNA 来 源 广泛 ， 通 过 三 条 途径 指导 基因 沉 


πλ 640 
miRNA 分 子 的 合成 与 功能 641 
miRNA 的 特征 性 结构 一 一 目 身 和 靶 基 因 识 别 


641 
活性 miRNA 是 由 两 步 核 解 过 程 产生 的 ”644 
Dicer 是 miRNA 生成 的 第 二 个 RNA JV Il [8 
644 
前 导 RNA 链 整 合 进 RISC， 形 成 能 沉默 基因 
表达 的 成 熟 复 合体 646 
siRNA 是 源 于 双 链 长 RNA 的 调控 RNA 647 
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ME 19-1 微 阵 列 : 理论 和 操作 661 
三 种 不 同 的 策略 指导 细胞 在 发 育 过 程 中 表达 不 
同 的 基因 组 合 661 
由 于 细胞 骨架 固有 的 极 性 使 某 些 RNA 在 卵 细 
胞 和 胚胎 中 被 定位 化 662 
细胞 -细胞 接触 和 细胞 分 泌 的 信号 分 子 都 会 激 
发 相 邻 细胞 基因 表达 的 变化 ”663 
分 泌 信 号 分 子 梯度 可 以 引导 细胞 遵循 位 置 性 
的 不 同 发 育 途 径 663 
三 种 确定 差异 基因 表达 策略 的 例证 666 
Ashl 受 体 定位 导致 HO 基因 关闭 并 控制 酵母 
交配 类 型 ”666 
HE 19-2 细胞 骨架 非 对 称 和 生长 ”668 
定位 的 mRNA 局 动 海 鞘 豚 胎 肌肉 的 分 化 669 
HE 19-3 ΕΠΗ (Ciona) 发 育 概况 669 
细胞 -细胞 接触 在 成 孢子 细菌 激活 差异 基因 表 
达 中 的 作用 671 
昆虫 中 枢 神 经 的 Notch 信号 传导 控制 皮肤 神 
经 调节 转换 672 
Sonic Hedgehog 成 形 素 浓度 梯度 控制 脊椎 动 
物 不 同 神经 元 的 形成 674 
果 蝇 胚胎 发 育 的 分 子 生 物 学 675 
条 蝇 胚胎 发 育 概述 676 
HE 19-4 REAREA 676 
DFE FR UR BE ΡΕ SE Pe hill RR AF I 679 
HE 19-5 发 育 中 活化 子 的 协同 作用 682 
未 受精 卵 前 后 极 的 定位 mRNA 局 动 分 节 684 


框 18-2 miRNA AI RNAi 的 历史 647 
小 RNA 可 以 通过 指导 染色 质 修 饰 而 沉默 基因 
的 转录 650 
RNAi 的 进化 和 应 用 652 
RNAi 像 免 疫 系统 那样 进化 吗 ? 652 
框 18-3 RNAI 与 人 类 疾病 652 
RNAi 已 成 为 基因 表达 操作 的 有 力 工 具 654 
调控 RNA 与 X 染色 体 灭 活 655 
X 染色 体 灭 活 产生 镰 姐 个 体 655 
Xist 是 上 肉 性 哺乳 动物 中 灭 活 一 条 X 染色 体 灭 
活 的 调控 RNA 656 
小 结 657 
参考 文献 659 


发 育 和 进化 的 基因 调控 660 


Bicoid 和 Nanos yal hunchback 基因 685 

HE 19-6 干细胞 ”686 

Hunchback 抑制 子 浓度 梯度 建立 了 Gap 基因 
表达 的 不 同 限 度 688 | 

Hunchback ἨΙΗΙ ΡΗΤΗ ΥΕ T BE SIA BY FP 
4 688 

ERM sil] Yee BE Ap ΗΕ Ἡ | 1 18. TA RIA RRM 
690 

框 19-7 ”动物 发 育 和 进化 中 的 顺 式 调控 序列 
690 

短程 转录 抑制 子 允 许 在 复杂 的 eve 调节 区 域 中 
不 同 的 增强 子 独立 作用 693 

同 源 异 型 基因 : 一 类 重要 的 发 育 调节 因子 694 

同 源 异 型 基因 表达 的 变化 导致 节肢 动物 的 多 
样 性 ”696 

PARADA A 696 

Ubx 表达 的 改变 引起 甲壳 动物 肢 的 改变 696 

框 19-8 ” 果 蝇 同 源 异 型 基因 由 特殊 染色 体 簇 构 
成 697 

哺乳 动物 Hox 基因 复合 体 控 制 前 后 轴 类 型 
698 

Hox Ab A Ze ik K AY ή) CE AE NS ΗΕ 5Η TB S 
的 多 样 性 698 

Hox 基因 表达 模式 的 保持 699 

微小 RNA 调节 Hox 基因 活性 ”699 

为 什么 昆虫 缺少 腹 及 700 

飞行 胶 的 修饰 可 能 来 自 调节 DNA 序列 的 进化 


701 参考 文献 704 
1ν 703 
第 205 基因 组 分 析 与 系统 生物 学 705 


基因 组 学 概述 705 BAW (node) 与 端 (edge) 的 转录 回路 


生物 信息 学 技术 用 于 全 基因 组 中 蛋白质 编码 
基因 的 鉴定 705 

用 全 基因 组 覆 瓦 式 芯片 分 析 转 录 组 706 

专门 的 比 对 工具 可 用 来 鉴定 DNA 调控 序列 
707 

框 20-1 识别 复杂 增强 子 的 生物 信息 学 方法 
710 

增强 子 识别 的 最 佳 方法 一 一 ChIP-Chip 分 析 
712 

许多 的 动物 间 有 非常 相近 的 基因 群 713 

许多 动物 中 都 含有 不 规则 基因 714 

进化 中 的 同 线性 715 

HREM (deep sequencing) 探索 人 类 的 起 
源 717 


718 
自身 负 调 控 : 降 噪 和 降 时 719 

喧 品 的 基因 表达 720 

自身 正 调控 延迟 基因 表达 721 

一 些 可 锁定 在 不 同 稳定 状态 的 调控 回路 722 

框 20-2 双 稳 性 与 滞后 作用 723 

前 馈 环 一 一 一 种 有 优势 特征 的 三 节点 网 络 结 
构 725 

发 育 过 程 中 的 前 馈 环 727 

有 些 调 控 回 路 产生 节律 性 的 基因 表达 模式 
727 

用 人 工 合 成 的 环 路 模拟 自然 的 调控 网 络 730 
展望 731 


人 小结 ”731 


系统 生物 学 717 参考 文献 732 
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核酸 742 克隆 752 


凝 胶 电 泳 能 根据 大 小 分 离 DNA 和 RNA 分 子 
742 

限制 性 内 切 核酸 酶 在 特定 位 点 切割 DNA 分 子 
744 

DNA 杂交 能 用 来 鉴定 特定 的 DNA 分 子 
746 

杂交 探 针 能 鉴定 经 电泳 分 离 的 DNA 和 RNA 
746 

特定 DNA 区 段 的 分 离 748 

DNA 克隆 748 

在 质粒 载体 中 克隆 DNA 749 

载体 DNA 能 通过 转化 导 人 宿主 生物 体 中 
750 

用 克隆 法 制备 DNA 分 子 文库 750 

杂交 法 可 以 用 来 鉴定 DNA 文库 中 的 某 一 特定 


1658 MAE RAHI 752 

聚合 酶 链 反 应 (PCR) 通过 体外 DNA 的 重复 
复制 而 扩 增 DNA 754 

框 21-1 法 医学 与 聚合 酶 链 反 应 755 

4 组 部 分 重 全 的 DNA Ρ ΕΕ 38 πι ;ὲ Ἢ Κ ΠΕΙ 
755 

框 21-2 用 自动 测序 仪 进行 高 通 量 测序 760 

用 马 枪 法 测定 一 个 细菌 基因 组 的 序列 761 
马 枪 法 使 大 基因 组 序列 的 部 分 组 装 成 为 可 能 
761 

末端 配对 法 使 大 基因 组 支架 的 组 装 成 为 可 能 
763 

回 1000 美元 测定 人 类 基因 组 迈进 765 
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可 以 从 细胞 抽 提 物 中 纯化 特定 蛋白 质 766 
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每 一 种 和 蛋白质 的 纯化 都 需要 一 种 特殊 的 分 析 
方法 767 

制备 含有 活性 和 蛋白质 的 细胞 抽 提 物 767 

柱 层 析 法 可 以 将 蛋白 质 分 离 767 

亲 和 层 析 能 使 蛋白 质 纯化 更 加 快速 ”768 

ΗΡΙ ΕΠΕ ΕΠΙ 769 

抗体 能 显示 电泳 分 离 的 蛋白 质 770 

和 集 日 质 分 子 可 以 被 直接 测序 771 

RARA 773 

联合 使 用 液 相 色谱 和 质谱 鉴定 复杂 提取 物 中 
HEA 773 

HE A Joe 2 REE ER 774 
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噬菌体 785 
ie ΡΙΚ ΗΝ 787 
一 步 生 长 曲线 787 
只 梢 体 杂 交 和 互补 实验 788 
转 导 和 重组 DNA 788 
细菌 ”789 
细菌 生长 的 检测 790 
细菌 通 过 性 结合 、 哈 菌 体 介 导 的 转 导 和 DNA 
介 叶 的 转化 交换 DNA 790 
细 梢 质粒 可 以 用 作 克 隆 载 体 792 
转 座 子 可 用 来 产生 插入 突变 和 基因 与 操纵 子 
的 融合 792 
重组 DNA 技术 、 全 基因 组 测序 和 转录 谱 绘制 
加 强 了 细菌 的 分 子 生 物 学 研究 793 
有 了 更 好 的 传统 和 分 子 遗 传 学 的 工具 ， 简 单 
细胞 的 生化 分 析 就 会 更 加 有 效 794 
细胞 学 分 析 同 样 适用 于 细菌 ”794 
天 于 基因 的 基本 知识 绝 大 部 分 来 自 噬 菌 体 和 
“ΠῚ 794 
酿酒 酵母 ”795 
ΠΕΣ AE UR GS FE EEE TRIE 
的 遗传 分 析 796 
在 酵母 中 容易 产生 精确 的 突变 796 
根 酒 酵母 有 一 个 研究 透彻 的 小 基因 组 797 
酿酒 酵母 细胞 在 生长 时 改变 形态 797 
拟 南 芥 798 
拟 丙 分 具有 单 倍 体 和 双 倍 体 交 替 的 快速 生命 
周期 799 


质谱 技术 也 可 以 检测 蛋白 质 的 修饰 情况 774 
pe ea 质 功能 
的 信息 775 


核酸 -蛋白 质 相 互 作用 775 


集 日 质 的 结合 改变 DNA 的 电泳 迁移 速率 776 

和 集 日 质 的 结合 可 以 保护 DNA 不 被 核酸 酶 降解 
或 化 学 修饰 778 

染色 质 免 疫 共 沉淀 检测 细胞 中 和 蛋白质 与 DNA 
的 关联 779 

可 用 体外 选择 鉴定 蛋白 质 的 DNA 或 RNA 结 
Άη 781 

参考 文献 783 


ARK + ty 784 
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表 观 遗传 学 801 
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发 育 和 形态 建成 ”802 

秀丽 新 小 杆 线 虫 802 
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805 
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ΠῚ 805 
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1 809 

花 母 FLP 重 组 酶 能 够 有 效 产生 遗传 腐 合体 810 
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810 

小 好 812 
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本 篇 概要 


。 第 1 章 香 德 尔 学 派 的 世界 观 

。 第 2 章 核酸 承载 遗传 信息 

。 第 3 章 独 化 学 作用 的 重要 性 

。 第 4 章 高 能 键 的 重要 性 

。 第 5 章 狂 键 和 和 强 键 决定 大 分 车 的 结构 


与 本 书 其 他 章节 不 同 , 组 成 第 1 篇 的 5 个 章节 所 包含 的 内 容 与 以 前 的 版 本 相 比 基本 
上 没有 太 大 的 变动 。 因 为 即使 在 进入 基因 组 测序 时 代 的 当前 ， 这 一 部 分 内 容 仍然 同 过 去 
一 样 重要 。 具 体 来 说 ， 第 1 章 和 第 2 章 主要 对 遗传 学 及 其 分 子 基础 做 一 历史 性 的 回 隔 ， 
介绍 了 关键 的 思路 和 实验 ; 第 3 一 5 章 介绍 了 位 于 分 子 生 物 学 核心 地 位 的 化 学 问题 ， 我 
们 将 讨论 构成 大 分 子 结构 的 基本 化 学 原理 ， 本 书 的 主角 正 是 这 些 大 分 于 : DNA, RNA, 
蛋白 质 以 及 它们 之 间 的 相互 作用 。 同 以 前 的 版 本 相 比 ， 主 要 的 内 容 虽 然 没 有 太 大 的 变 
化 ， 但 还 是 有 一 些 新 的 编排 ， 也 增加 了 一 些 新 的 例子 。 

第 1 章 着 重 介绍 遗传 学 历史 上 的 奠基 性 事件 ， 我 们 将 详细 讨论 从 发 现 遗 传 学 基本 规 
律 的 著名 的 孟 德 尔 聋 豆 实验 ， 到 Garrod 的 “一 个 基因 一 个 酶 ”假说 。 第 2 章 介绍 了 其 
后 分 子 生物 学 的 革命 性 事件 ， 这 一 革命 始 于 Avery 的 DNA 是 遗传 物质 的 有 发现， 继而 
Watson 和 Crick 提出 的 DNA 双 螺 旋 模 型 和 破译 遗传 密码 以 及 “中 心 法 则 ”(DNA 通过 
生成 RNA 而 生成 蛋白 质 )。 这 一 章 的 结尾 讨论 了 许多 生物 体 的 全 基因 组 测序 而 产生 的 
最 新 进展 及 测序 对 现代 生物 学 的 影 啊 。 

第 3 一 5 章 所 介绍 的 化 学 基础 主要 集中 于 化 学 键 〈 强 键 和 弱 键 ) 的 性 质 以 及 它们 在 
生物 学 中 扮演 的 角色 。 

第 3 章 的 讨论 从 弱 的 化 学 作用 开始 ， 也 就 是 氨 键 、 范 德 华 力 (van der Waals) 以 及 
琉 水 作用 。 这 些 力 是 大 分 子 之 间 ， 如 蛋白 质 与 蛋白 质 之 间 、 有 蛋白 质 与 DNA 之 间 的 相互 
作用 的 主要 决定 力 。 对 大 部 分 细胞 活动 和 调控 而 言 ， 弱 键 都 是 至 关 重 要 的 。 酶 通过 蚤 的 
相互 作用 与 它们 的 底 物 结合 ; 转录 调控 子 结合 到 DNA 的 某 些 位 置 控制 基因 的 开关 也 征 
通过 弱 相 互 作 用 起 作用 的 。 

单独 的 弱 相 互 作用 确实 很 弱 ， 因 此 形成 后 往往 可 以 很 快 地 解 离 ， 这 种 可 北 性 对 它们 
在 生物 学 中 的 作用 也 很 重要 。 在 细胞 内 ,分子 间 的 结合 必须 是 动态 的 《可 北 的 )， 不然 
整个 系统 就 会 “冻结 >， 同 时 ， 其 中 的 一 些 相互 作用 至 少 在 短 时 间 内 又 必须 是 称 定 的 。 
为 了 满足 这 些 看 上 去 互相 矛盾 的 要 求 ， 需 要 多 种 弱 相 互 作 用 的 协同 使 用 。 

强 键 将 组 成 大 分 子 的 各 个 元 件 结合 在 一 起 。 蛋 白质 是 由 特定 顺序 排列 的 、 通 过 强 键 
连接 起 来 的 氨基 酸 组 成 的 ， 而 DNA 同样 是 由 强 键 连接 的 核 背 酸 组 成 的 《形成 妥 基 酸 和 
核 苷 酸 的 原子 也 是 靠 强 键 组 合 起 来 的 ) 。 这 些 键 将 在 第 4 章 介绍 。 

在 第 5 章 我 们 会 看 到 强 键 和 弱 键 如 何 共 同 决定 了 各 个 大 分 子 独特 的 三 维 结构 以久 
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由 此 产生 的 特定 功能 )。 正 如 弱 键 介 导 了 大 分 子 间 的 相互 作用 ， 一 个 蛋白 质 内 不 相 邻 的 
反 基 酸 之 间 也 会 起 作用 。 由 此 ， 决 定 了 氨基 酸 的 初级 顺序 是 如 何 折 秋 成 三 维 形状 的 ， 同 
样 地 ，DNA 分 子 的 两 条 链 也 是 靠 弱 键 结合 在 一 起 的 ， 

在 第 5 章 ， 我 们 还 涉及 了 和 蛋白质 功 能 的 调控 。 一 种 方式 是 通过 改变 蛋白 质 的 形状 ， 
也 就 是 所 谓 的 “ 变 构 ” (allosteric) 调控 。 这 样 ， 一 个 蛋白 质 处 于 一 种 构象 时 可 能 会 行 
使 茶 种 特定 的 酶 学 功能 或 者 结合 某 种 特定 的 靶 分 子 ， 而 处 于 另外 的 构象 时 则 可 能 失去 这 
些 功 能 。 这 种 形状 的 改变 可 以 通过 与 其 他 蛋白 质 或 小 分 子 (如 糖 ) 的 结合 而 引发 ， 另 外 
开 构 效应 也 能 由 共 价 修饰 诱导 ， 例 如 ， 和 蛋白 质 上 结合 一 个 或 多 个 磷酸 基 团 可 以 引发 其 形 
状 改变 。 控 制 蛋白 质 的 另外 一 种 方式 是 控制 它们 与 靶 分 子 接触 ， 通 过 这 种 方式 某 种 蛋白 
质 可 以 根据 不 同 的 信号 而 作用 于 不 同 的 靶 蛋 白 。 


冷 果 港 实验 室 资料 库 中 的 照片 


Vernon Ingram, Marchall Nirenberg 和 Matthias Staehelin, 1963 年 大 分 
子 的 合成 与 结构 学 术 会 议 。Ingram 证 明了 基因 控制 蛋白 质 的 序列 ， 引 
起 镰 状 细胞 贫血 症 的 突变 是 血红 蛋白 的 一 个 氨基 酸 发 生 了 变化 (第 2 
章 ); Nirenberg 是 破译 遗传 密码 的 主要 完成 者 ， 他 在 体外 用 人 工 RNA 
模板 引导 了 和 蛋白质 合 成 〈 第 2 章 和 第 14 章 )， 因 为 这 一 成 绩 ， 他 与 其 
他 人 分 享 了 1968 年 的 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 ; Staehelin 则 从 事 小 分 子 
RNA 一 一 tRNA 的 研究 ，tRNA 负责 将 遗传 密码 翻译 成 蛋白 质 的 氨基 酸 
序列 (第 2 章 和 第 14 章 )。 


Raymond Appleyard、George Bowen 和 Mar- 
tha Chase, 1953 年 的 病毒 学 学 术 会 议 。 这 
张 照片 中 的 Appleyard 和 Bowen #f λε ΠΚ A 
体 遗 传 学 家 。 此 外 ， 照 片 中 还 有 Chase， 她 
在 1952 年 与 Alfred Hershey 合作 ， 通 过 一 


个 简单 的 实验 使 大 多 数 人 相信 遗传 物质 是 
DNA (第 218). 


Melvin Calvin, Francis Crick, George Gamow 和 James Watson, 
1963 年 的 大 分 子 合成 与 结构 学 术 会 议 。 因 为 在 植物 CO: 同化 
方面 的 工作 ，Calvin 获得 了 1961 年 的 诺 贝 尔 化 学 奖 ; Crick 和 
Watson 因为 提出 了 DNA 的 结构 模型 ， 分 享 了 1962 ΤΕΝ) 
尔 生 理学 或 医学 奖 (第 2 章 和 第 6 章 ); Gamow， 一 个 被 遗传 
密码 的 问题 所 吸引 的 物理 学 家 (第 2 章 和 第 15 BE), ACHE MI 
了 一 个 由 志同道合 的 科学 家 组 成 的 非 正式 的 组 织 一 一 RNA 领 
带 俱乐部 〈 照 片 中 他 就 系 着 一 条 由 他 本 人 设计 的 该 俱乐部 的 标 
志 领 带 ) o 


Calvin Bridges, 1934 年 的 生长 相关 问题 学 术 会 议 。Bridges( 照 
片 中 读 报 者 ) 是 著名 的 摩尔 根 “ 果 蝇 小 组 ”成 员 ， 他 们 开创 性 
地 发 展 了 用 果 蝇 (Drosophila) 作为 遗传 模式 生物 的 工作 CB 
1 章 和 第 22 章 ); 和 他 在 一 起 的 是 Buckholtz 博士 。 


Max Perutz, 1971 年 的 三 维 水 平 上 蛋 


白质 的 结构 与 功能 学 术 会 议 。Perutz 
与 John Kendrew 分 享 了 1962 年 的 诺 
贝尔 化 学 奖 。 经 过 长 达 25 年 的 努力 ， 
[148 ΓΗ Χ 射线 结晶 法 Ccrystal- 
lography) 首先 分 别 解析 了 血红 素 和 
VIZIER AKIRA 〈 第 5 章 )。 


Joan Steitz 和 Fritz Lipmann, 1969 年 的 蛋白 质 合 成 机 制 学 术 会 议 。 
Steitz 的 研究 集中 在 RNA 分 子 的 结构 和 功能 ， 尤 其 是 与 ΕΝΑ 剪接 有 
关 的 工作 (第 13 章 )， 她 也 是 本 书 第 四 版 的 作者 之 一 ; Lipmann 证 明 
T ATP 中 的 高 能 磷酸 基 团 是 驱动 许多 生物 反应 的 能 量 来 源 (第 4 章 )。 


因为 这 一 工作 ， 他 与 Hans Krebs 
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德尔 学 派 的 世界 观 


本 音 概 要 人 类 在 所 有 的 生物 中 是 独一无二 的 ， 
: 这 很 容易 理解 。 人 类 已 经 独自 建立 了 复杂 的 


和 人 情感 的 交流 ， 并 且 建 立 了 伟大 的 文明 进而 
改变 了 这 个 世界 ， 这 对 其 他 的 生命 形式 是 不 


遗传 的 染色 体 理论 可 思议 的 。 所以， 我 们 总 是 想当然 地 认为 人 

类 与 其 他 物种 相 比 ， 肯 定 有 某 种 特殊 性 。 这 

基因 连锁 和 交换 种 观点 在 许多 宗教 形式 中 都 有 清晰 的 体现 ， 

通过 这 些 宗教 我 们 试图 解释 生命 的 起 源 以 及 

染色 体 定位 我 们 存在 的 理由 ， 进 而 尝试 创造 一 种 可 操作 

的 、 用 来 规范 我 们 生活 的 条 律 。 在 一 个 多 世 

突变 引起 遗传 变异 纪 以 前 ， 人 们 很 自然 地 认为 ， 就 像 每 个 人 的 

生命 有 特定 的 起 始 和 终结 时 间 一 样 ， 整 个 人 

ee 类 及 其 他 所 有 生命 形式 应 该 也 是 在 一 个 特定 
ο...» 时 刻 被 创造 出 来 的 。 

140 年 以 前 ， 当 达尔 文 (Charles Dar- 

win) AI4E3E+- (Alfred R. Wallace) 基于 

发 现 基因 与 蛋白 质 相互 适 者 生存 的 观点 提出 了 进化 理论 时 ， 这 种 

大 系 的 初步 尝试 “ 创 世 论 ”观点 才 第 一 次 受到 了 真正 的 质疑 . 


他 们 认为 ， 各 种 形式 的 生命 不 是 恒定 不 变 的 ， 而 是 持续 地 产生 一 些 略 有 不 同 的 动 植物 ， 
其 中 的 一 些 因为 适应 环境 而 存活 下 来 ， 并 且 产 生 更 多 的 后 代 。 在 进化 论 提出 的 时 代 ， 他 
们 还 不 知道 这 些 持 续 发 生 的 变异 的 起 因 ， 但 是 他 们 确实 正确 地 意识 到 ， 如 果 这 些 变化 要 
想 成 为 进化 的 基础 ， 由 此 所 获得 的 新 特征 一 定 要 在 后 代 中 保持 下 去 。 

最 初 ， 达 尔 文 受到 了 猛烈 的 择 击 ， 主 要 是 来 自 那 些 不 愿意 相信 人 类 与 丑陋 的 猿 类 可 
能 有 共同 祖先 的 人 们 ， 哪 怕 这 些 祖先 是 生活 在 一 千 万 年 以 前 。 也 有 一 些 反 对 者 是 生物 学 
冢 ， 他 们 认为 达尔 文 的 证 据 不 能 令 人 信服 。 其 中 一 位 是 著名 的 自然 学 家 叫 Jean L. 
Agassiz, 他 当时 在 哈佛 大 学 ， 花 了 多 年 的 时 间 写 文章 反对 达尔 文 和 他 的 伙伴 赫 耕 黎 
(Thomas 再 .Huxley) ， 替 悄 黎 是 当时 最 有 影响 的 进化 论 的 推行 者 。 到 19 世纪 未 期 ， 科 
学 上 的 争论 已 经 基本 结束 了 。 如 今 动 植物 的 地 理 分 布 以 及 在 化 石 记录 中 的 选择 性 地 出 现 
(selective occurrence) 只 能 有 一 种 解释 ， 那 束 是 连续 进化 的 生物 来 自 共同 的 祖先 。 今 
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大， 进化论 已 经 被 普遍 接受 ， 当 然 除 了 极 少 数 教义 派 人 士 (fundamentalist)， 他 们 拒绝 
的 理由 不 是 基于 理智 ， 而 是 来 目 宗 教 的 教条 。 
根据 达尔 文 的 理论 ， 我 们 可 以 立即 推论 ，40 亿 年 以 前 存在 于 地 球 上 的 生命 是 一 种 
倘 单 的 形式 ， 也 许 就 像 我 们 今天 所 知 的 最 简单 的 生命 形式 一 一 细菌 ， 存 在 这 样 小 的 细菌 
告诉 我 们 生命 状态 的 实质 是 在 很 小 的 生物 中 建立 的 。 进 化 理论 还 认为 生命 的 基本 原理 
适用 于 所 有 的 生命 形式 。 


孟 德尔 的 发 现 


重 德 尔 〈Gregor Mendel) .的 实验 研究 的 是 不 同 综 豆 品 系 间 进 行 育种 实验 GAEZ 
交 ) 的 结 采 ， 这 些 静 豆 品 系 间 具 有 不 同 的 明确 界定 的 特征 ， 如 种 子 的 形状 〈 圆 滑 的 或 皱 
4884). 、 颜 色 〈 黄 色 的 或 绿色 的 ) 、 豆 葬 的 形状 〈 饱 满 的 或 皱 缩 的 ) 以 及 茎 秆 的 长 度 (高 
AFA BORAT) 等 。 他 集中 研究 明确 界定 的 特征 间 的 差异 ， 这 一 点 非常 重要 。 以 前 许多 
育种 家 曾 符 试 研 究 整体 性 状 的 遗传 ， 如 植株 总 重 ， 但 是 没 能 发 现任 何 亲 本 和 子 代 间 性 状 
{8 
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独立 分 离 律 


当 证 实 了 所 用 的 亲本 是 可 以 真实 遗传 的 ， 也 就 是 说 它们 会 产生 完全 相同 的 后 代 之 后 ， 
各 德尔 做 了 一 系列 的 只 有 单一 性 状 不 同 〈 如 种 子 形状 和 颜色 ) 的 豌豆 亲本 CP) 间 的 杂交 。 
MARTA F 即 第 一 子 代 ) 只 具有 一 个 亲本 的 性 状 。 例 如 ， 在 黄色 和 绿色 豌豆 杂交 
的 组 合 中 ， 所 有 的 子 代 都 是 黄色 种 子 。 在 F 代表 现 的 性 状 称 为 显 性 (dominant), 而 在 
Fy 代 不 表现 的 性 状 称 为 隐 性 (recessive) 。 

当 重 德尔 将 ΕἸ 进行 遗传 杂交 时 ， 其 实验 结果 的 意义 就 很 清楚 了 。 这 些 末 交 组 合 的 
HRE: KA 25% 的 Ε; 代 个 体重 新 呈现 隐 性 性 状 ， 而 显 性 性 状 个 体 大 约 占 75%。 他 所 
饶 究 的 7 个 性 状 中 ， 每 一 个 性 状 在 F: 中 的 显 隐 性 个 体 之 比 都 是 3 : 1. 当 这 些 实验 进行 
到 第 三 代 (F) 时 ， 所 有 表现 隐 性 性 状 的 豌豆 呈现 真实 遗传 (bred true) ( 即 产生 的 后 
代 仍 表现 隐 性 性 状 ) 。 而 那些 表现 显 性 性 状 的 吏 豆 会 产生 两 种 后 代 ， 其 中 1/3 ZEREX 
传 〈 只 产生 显 性 性 状 后 代 )， 其 余 的 2/3 同样 产生 混合 的 显 隐 性 比率 为 3 : 1 的 后 代 
群体 。 

熏 德 尔 正确 地 将 他 的 实验 结果 解释 为 (图 1-1): 各 种 性 状 是 由 成 对 的 因子 | 现在 我 
们 称 为 基因 (gene) ] 控制 的 ， 其 中 一 个 因子 来 自 雄 性 亲本 ， 万 一 个 来 自 雌 性 亲本 。 例 
Ul, MADARA SED [或 者 称 为 等 位 基 
Al (allele) |] 的 圆 粒 基 因 CRR)， 而 纯 的 皱 粒 品 
系 有 两 个 拷贝 的 皱 粒 (rr) 等 位 基因 。 每 一 个 圆 
粒 品 系 的 配子 带 有 一 个 圆 粒 基因 (R)， 皱 粒 品 
系 的 配子 带 有 一 个 皱 粒 基因 (r)。 在 RR 和 rr 的 
杂交 中 ， 受 精 后 产生 带 有 两 种 等 位 基因 (RY) 
的 Fi 植株 ， 其 种 子 表现 为 圆 粒 ， 因 为 R 对 x 是 AAF R 
显 性 的 。 我 们 把 一 个 个 体 的 外 观 或 物理 性 状 称 之 
为 表现 型 或 表 型 (phenotype) ， 而 其 遗传 组 成 称 
为 基因 型 (genotype) ， 表 型 相同 的 个 体 可 能 具 eee 
有 不 同 的 基因 型 。 所 以 ， 为 了 了 解 一 个 生物 的 基 
因 型 ， 经 向 有 必要 进行 几 个 世代 的 杂交 。 纯 合 
(homozygous) 一 词 表 述 的 是 基因 对 中 分 别 来 自 
母 本 和 父 本 的 基因 是 相同 的 (如 RR 或 rr)。 相 
MHE, 2:8 Cheterozygous) 一 词 表 述 的 是 基因 
对 中 来 自 母 本 和 父 本 的 基因 是 不 同 的 〈 如 Rr). 

可 以 用 一 个 或 几 个 字母 来 表示 一 个 基因 。 显 EAR 
性 等 位 基因 可 以 用 大 写字 母 CR) 或 加 上 标 
Cr") 或 者 单独 的 加 号 (+) 表示 。 在 本 书 中 ， 图 1-1 和 孟 德 尔 第 一 定律 (独立 分 离 律 ) 如 何 解 
我 们 用 第 一 种 方式 即 大 写字 和 母 表示 显 性 的 等 位 基 ΝΕ, 代 的 显 隐 性 的 比率 为 3: 1。R 代表 显 性 等 
因 ， 用 小 写字 母 表 示 隐 性 的 等 位 基因 ， 位 基因 ，r 代表 隐 性 等 位 基因 ， 圆 形 种 子 代 表 显 

需要 注意 的 是 ， 配 子 中 只 有 该 生物 所 具有 的 性 表 型 ， 争 缩 的 种 子 代表 隐 性 表 型 ， 


aR TK 


配子 
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两 个 拷贝 的 基因 中 的 一 个 (一 个 等 位 基因 ， 要 么 R， 要 么 +， 但 不 会 同时 有 两 个 )， 生 物 所 
产生 的 两 种 类 型 的 配子 数目 是 相同 的 。 所 以 ， 在 更 豆 Γι 代 产 生 的 配子 中 含有 玉 或 了 的 概 
率 各 占 50%， 配 子 中 带 有 何 种 等 位 基因 完全 是 随机 的 。 当 我 们 考察 数目 有 限 的 Εν 代 个 体 
时 ， 我 们 并 不 期 望 绝对 的 3 : 1 比率 ， 这 个 比率 有 时 稍微 高 一 些 ， 有 时 稍微 低 一 些 。 但 当 
我 们 观察 的 样品 越 来 越 多 时 ， 得 到 的 显 隐 性 状 的 个 体 数 之 比 就 越 来 越 接近 8: 1. 


RIN 


图 1-2 金鱼 草花 色 的 遗传 。 一 个 亲本 是 纯 合 的 红 
色 花 (AA)， 男 外 一 个 亲本 是 纯 合 的 白色 花 (aa), 
它们 没有 显 隐 性 关系 ， 杂 合 的 Ει 代 花 是 粉红 色 的 。 
Εν 代 红 色 、 粉 色 和 白色 花 的 比率 为 1 : 2 : 1。 


Ε; 代 重 新 出 现 隐 性 性 状 ， 表 明 隐 性 等 位 基 
HEF A (Rr) 既 疫 有 改变 也 没有 丢失 ， 而 
显 性 和 隐 性 基因 都 是 独立 传递 的 ， 并 且 在 性 细 
胞 形成 过 程 中 能 够 独立 分 离 。 这 个 独立 分 离 律 
(principle of independent segregation) 通常 被 
PRA hh. fe 7K 5B — FEE 


有 些 等 位 基因 既 非 显 性 也 非 隐 性 


在 备 德 尔 所 报道 的 杂交 中 ， 基 因 对 的 一 个 
成 员 对 男 一 个 成 员 是 完全 显 性 。 但 在 自然 界 中 
并 不 总 是 如 此 。 有 时 ， 洒 合体 的 表 型 居于 两 种 
纯 合 体 的 表 型 之 间 。 例 如 ， 纯 系 的 红色 金鱼 草 
(Antirrhinum) 和 日 色 金 鱼 草 杂交 产生 的 ΕἸ 
代 是 居间 的 粉红 色 。 如 果 将 F RAZ, 产生 
的 F 代 个 体 中 ， 红 色 、 粉 色 和 白色 的 比率 为 
1:2:1 (图 1-2)。 所 以 ,在 这 种 情况 下 ， 可 
以 通过 表 型 将 杂 合 体 与 纯 合 体 分 开 。 我 们 也 可 
以 看 到 ， 备 德尔 定律 并 不 取决 于 是 否 基因 对 中 
的 一 个 基因 对 为 一 个 基因 呈 显 性 。 


独立 分 配 律 


也 德尔 将 他 的 育种 实验 扩大 到 有 多 个 不 同 
性 状 的 更 豆 品 系 之 间 。 就 像 上 文 一 样 ， 他 从 两 
个 总 豆 品 系 开 始 ， 目 交 时 它们 都 是 真实 遗传 
的 。 一 个 品系 具有 圆 形 的 黄色 种 子 ， 男 一 个 是 
WARRE. AA EJE A EX 3 3 aE E 
显 性 的 ， 所 有 的 Fi 代 种 子 都 是 圆 形 黄 色 的 。 
将 Fi 代目 交 ， 检 查 所 产生 的 Fo 代 种 子 的 外 观 
( 表 型 )， 除 两 种 原来 的 表 型 外 AERE., κ 
缩 绿 色 )， 又 出 现 了 两 种 新 的 表 型 | 重组 体 
(recombinant) |; 人 皱 缩 黄色 和 圆 形 绿色 。 

同样 地 ， 重 德尔 发 现 如 果 假 定 基 因 存 在 ， 


并 且 每 一 对 基因 在 性 细胞 形成 过 程 中 ， 都 可 以 独立 地 传递 到 配子 中 ， 他 就 可 以 解释 这 些 
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后 东 。 这 种 解释 如 图 1-3 所 示 ， 每 一 个 配子 只 包含 基因 对 中 的 一 个 等 位 基因 。 所 以 ，F， 
代 (RrYy) 产生 的 配子 将 是 RY、Ry、rY、ry， 但 不 会 是 Rr、 Yy、YY 或 RR。 进 一 步 
讲 ， 在 这 个 例子 中 ， 出 现 4 种 可 能 的 配子 的 频率 都 是 相同 的 ， 来自 同一 亲本 的 基因 并 没 
有 同时 出 现 的 倾向 。 那 么 结果 就 是 ，F; 代 的 表 型 就 呈现 9 个 圆 形 黄色 、3 个 圆 形 绿色 、 
3 PARSE A 1 个 皱 缩 绿 色 ， 就 像 图 1-3 的 下 部 的 Punnet 方块 所 展示 的 (这 种 排列 方 
式 由 类 国 数学 家 Punnet 介绍 的 ， 所 以 以 他 的 名 字 命 名 )。 这 一 独立 分 配 律 (principle of 
independent assortment) 通常 被 称 作 孟 德 尔 第 二 定律 。 


图 1-3 还 德尔 第 二 定律 (独立 分 配 律 ) 是 如 何 发 挥 作用 的 。 在 
这 个 例子 中 ， 黄 色 (ΟΥ) 和 绿色 Cy) 种 子 的 遗传 与 圆 形 CR) 
MBG (η) 种 子 的 遗传 是 连 在 一 起 的 。R 和 了 等 位 基因 对 > 和 
y 呈 显 性 。 亲 本 和 子 代 的 基因 型 用 相应 的 字母 组 合 表示 ，4 种 不 
同 的 表 型 用 相应 的 背景 色 来 区 分 。 
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遗传 的 染色 体 理论 


乔 德 尔 的 发 现 开 始 不 被 认可 的 主要 原因 就 是 缺乏 减 数 分 裂 和 有 丝 分 裂 期 间 染 色 体 行 
为 事实 的 文 持 。 但 到 了 1900 年 ， 当 孟 德 尔 规 律 被 重新 发 现时 ， 人 们 已 经 有 了 这 方面 的 
知识 。1903 年 美国 生物 学 家 Walter S. Sutton 在 他 的 经 典 文章 “遗传 过 程 中 的 染色 体 ” 
一 文中 ， 发 现 二 倍 体 由 两 组 形态 上 相似 的 染色 体 组 成 ， 在 减 数 分 裂 过 程 中 ， 每 一 个 配子 
者 获得 一 对 同 源 染色 体 中 的 一 条 ， 他 假设 基因 是 染色 体 上 的 一 部 分 ， 并 用 上 述 发 现 来 解 
释 孟 德尔 的 实验 结果 。 他 推测 黄色 和 绿色 种 子 的 基因 是 在 某 一 特定 染色 体 对 上 ， 而 圆 粒 
和 腿 缩 粒 基 因 则 是 在 另 一 不 同 的 染色 体 对 上 。 这 一 假说 立即 就 解释 了 实验 中 所 观察 到 的 
9:3:3:1 的 分 离 比 。 虽 然 Sutton 的 文章 并 没有 证 明 遗 传 的 染色 体 理论 ， 但 它 的 意义 
还 是 非常 重大 的 ， 因 为 他 第 一 次 将 遗传 学 (育种 实验 的 研究 ) 和 细胞 学 (细胞 结构 的 研 
FE) 这 两 个 独立 学 科 的 实验 结果 整合 在 了 一 起 。 


基因 连锁 和 交换 


重 德 尔 的 独立 分 配 律 是 基于 一 个 事实 ， 即 位 于 不 同 染 色 体 上 的 基因 在 减 数 分 裂 过 程 
中 独立 行动 。 然 而 ， 经 常 发 现 两 个 基因 不 独立 分 配 ， 因 为 它们 位 于 同一 染色 体 上 [连锁 
基因 Clinked gene), ILHE 1-2]。 随 着 越 来 越 多 的 突变 基因 用 于 育种 分 析 ， 许 多 不 符合 
随机 分 配 的 例子 被 发 现 。 在 所 有 仔细 研究 过 的 例子 中 ， 连 锁 群 的 数目 与 单 倍 体 染 色 体 的 
数目 是 相同 的 。 例 如 ， 采 蝇 有 4 个 连锁 的 基因 群 ， 在 其 单 倍 体 体 细胞 中 有 4 个 形态 上 可 
的 染色 体 。 


CB 


ο 
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Z F. A. Janssens 首先 描述 了 其 细胞 学 基础 。 在 减 数 分 裂 开 始 时 ， 通 过 一 个 联 会 过 程 
(synapsis) ， 同 源 染 色 体 沿 着 与 长 轴 平 行 的 方式 形成 染色 体 对 。 在 这 个 阶段 ， 每 一 个 染 
色 体 都 复制 一 次 ， 形 成 两 个 染色 单 体 。 所 以 ， 联 会 将 4 个 染色 单 体 聚 在 一 起 《四 连 体 )， 
互相 缠绕 。Janssens 推测 可 能 因为 缠绕 中 的 张力 的 原因 ， 两 个 染色 单 体 有 时 会 在 相应 的 
位 置 发 生 断 裂 。 这 样 就 有 可 能 产生 4 个 断裂 末端 ， 它 们 可 能 交叉 相连 ， 这 样 每 一 个 染色 
单 体 的 一 部 分 就 可 能 与 男 一 个 染色 单 体 的 一 部 分 相连 (图 1-4) 。 通 过 这 种 方式 ， 含 有 
一 部 分 同 源 染 色 体 片段 的 重组 的 染色 单 体 就 形成 了 。20 年 以 后 ，Janssens 假说 ， 即 在 
联 会 过 程 中 染色 体 间 有 物理 上 的 物质 交换 ， 才 正式 得 到 了 证 明 。1931 年 ， 在 康 妹 尔 大 
学 工作 的 Barbara McClintock 和 Harriet B. Creighton 以 玉米 (Zeamays) 为 实验 材料 ， 
通过 一 流 的 细胞 学 实验 证 明了 染色 体 的 断裂 和 重组 (图 1-5). 


复制 的 染色 体 
| 联 会 形成 四 连 体 


非 交 换 后 代 
C Wx 


ον OO OO 2 
s 


”两 个 染色 单 体 
| 相互 交叉 


| 每 一 个 染色 单 体 
τ 在 接触 点 断裂 ， 
并 与 另 一 个 染色 
单 体 的 一 部 分 

相连 


图 1-4 Janssens 的 交换 假说 。 复 制 的 染色 B15 同 源 染 色 体 间 物 理 交 换 的 示意 图 。 在 大 多 数 生 物 中 ， 同 源 的 

体 联 会 形成 四 连 体 。 染色 体 对 具有 相同 的 形状 。 然 而 ， 有 时 它们 也 不 完全 相同 ， 图 中 所 
示 一 条 染色 体 带 有 额外 的 一 段 遗传 物质 ， 以 及 一 段 致密 的 可 以 反复 
形成 节 状 结构 的 区 域 。McClintock 和 Creighton 就 发 现 了 这 样 一 对 染 
色 体 ， 并 用 它们 证 明 在 配对 的 染色 体 间 涉 及 实际 的 物理 交换 。 在 图 
示 的 实验 中 ， 同 源 的 c, wz 后 代 肯 定 是 在 C 和 wz 基因 座 间 发 生 交 换 
后 产生 的 。 当 用 细胞 学 方法 检测 ο, wr 后 代 时 ， 可 以 看 到 具有 节 状 
结构 的 染色 体 ， 表 明 无 节 的 Wx 区 域 是 被 有 节 的 wz 区 域 物理 上 替代 
了 。 图 中 带 阴影 的 框 标示 的 是 纯 合 的 c，wz 子 代 染色 体 。 


染色 体 定 位 。15 。 


染色 体 定 位 


摩尔 根 和 他 的 学 生 们 ， 并 没有 等 待 交 换 发 生 的 细胞 学 证 据 就 着 手 探索 Janssens 假说 的 
含义 。 他 们 推测 染色 体 上 紧密 相 邻 的 基因 (紧密 连锁 ) 比 相距 较 远 的 基因 更 可 能 会 同时 分 
配 。 他 们 马上 就 意识 到 ， 这 是 一 种 确定 染色 体 上 的 基因 相对 位 置 ， 进 而 绘制 遗传 图 谱 
(genetic map) 的 方法 ， 他 们 利用 的 不 同 重组 群发 生 频 率 的 方法 是 很 直观 的 。 让 我 们 来 看 
同一 个 染色 体 上 3 个 基因 分 离 的 情形 ， 这 些 基因 的 排列 状况 可 以 用 3 次 交配 来 确定 ， 每 次 
交配 只 调查 其 中 的 两 个 基因 (二 因子 交配 )。AB 和 ab 之 间 的 交配 会 产生 4 种 类 型 的 后 代 ， 
两 种 亲本 基因 型 (ΑΒ 和 ab)、 两 种 重组 基因 型 (ΑΡ 和 aB)。AC 和 ας 之 间 的 交配 同样 会 
产生 两 种 亲本 基因 型 和 两 种 重组 基因 型 Ac 和 aC， 而 BC 和 bc 之 间 的 交配 将 产生 亲本 基因 
型 和 Be, bC 重组 基因 型 。 每 一 个 交配 都 将 产生 一 个 特定 的 亲本 基因 型 和 重组 基因 型 后 代 
的 比率 。 例 如 ， 第 1 组 交配 产生 30%% 的 重组 子 ， 第 2 组 产生 10%, 第 3 组 25%。 这 些 数 
据 告诉 我 们 ， 基 因 a 和 c 的 距离 较 a 和 2 以 及 2 Alc 的 距离 近 ， 而 a 和 b 之 间 与 b 和 fc 之 间 
的 遗传 距离 更 为 接近 ， 最 符合 这 些 数据 的 基因 排列 顺序 是 acb (图 1-6}. 


30% 
10% 25% 


图 1-6 根据 3 个 二 因子 实验 ， 推 测 3 个 基因 的 顺序 。 


通常 会 用 三 因子 交配 实验 来 准确 无 误 地 验证 二 因子 交配 实验 所 确定 的 基因 顺序 的 正 
确 性 。 当 前 述 例子 中 的 3 个 基因 通过 ABCX abc 的 交配 进行 时 ， 会 出 现 6 种 重组 基因 型 
(图 1-7)， 它 们 可 分 为 3 组 ， 个体 数 目 最 少 的 一 组 来 自 双 交换 。 通 过 寻找 频率 最 低 的 那 
一 组 ， 往 往 立 即 就 可 以 确认 (或 否定 ) 一 种 推测 的 排列 方式 。 图 1-7 的 结果 马上 就 可 以 
确认 二 因子 交配 实验 所 暗示 的 顺序 ， 事实 上 只 有 acb 顺序 才 是 合理 的 ， 即 最 少 的 重组 
子 是 AcB Macb, 

存在 多 个 交换 事件 的 事实 意味 着 最 远 的 两 个 标记 a 和 2 (ab) 交换 发 生 重组 的 数目 
i Ti OF a 和 c (ας) 以 及 c 和 6b (cb) 之 间 重 组 概率 的 和 。 为 了 得 到 更 精确 的 最 远 标记 
的 距离 ， 我 们 来 计算 acXch (重组 的 ) 概率 ， 即 在 c 和 6 间 发 生 一 次 交换 ， 在 a 和 c [Β] 
也 发 生 一 次 交换 ， 或 者 是 反 过 来 (cbXac)。 将 这 个 概率 从 总 的 概率 中 减 去 ， 就 会 得 到 
更 准确 的 重组 的 概率 。 如 下 的 简单 公式 

ab = ac + œ — 2c) Cab) 
适合 于 一 个 交换 的 发 生 不 影响 其 他 交换 发 生 频 率 的 所 有 情形 。 但 遗憾 的 是 ， 精 确 的 定位 
经 常 受 干涉 现象 (interference) 的 扰乱 ， 它 会 提高 或 降低 相关 交换 的 概率 。 

利用 上 述 推理 ， 由 摩尔 根 领导 的 哥伦比亚 大 学 研究 小 组 在 1915 年 之 前 确定 了 多 于 85 

个 未 蝇 突 变 基因 的 位 置 〈 表 1-1)。 每 个 基因 被 放 在 4 个 连锁 群 ， 或 者 说 染色 体 的 一 个 特定 
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67.5% 


BAS FIR EIR 


7.5% 


22.5% 


2.5% 


这 一 组 来 自 a、c 
间 的 断裂 


这 一 组 来 自 c,b 
间 的 断裂 


这 一 组 来 自 a.c 和 c.、b 
间 的 断裂 


图 1-7 用 三 因子 交配 确定 基因 的 顺序 。 发 生 频 率 最 低 的 交互 重组 一 定 是 来 自 一 个 双 交 换 ， 图 中 所 列 的 不 同 的 百 
分 比 是 从 无 限 多 的 样品 中 获得 的 理论 值 。 当 只 有 一 定数 目的 后 代 时 ， 其 准确 值 的 确定 需要 考虑 随机 的 统计 。 


位 点 。 最 重要 的 是 ， 每 一 条 染色 体 上 的 所 有 基因 都 排 成 一 条 线 ， 基 因 的 排列 是 严格 线性 而 
没有 分 文 的 。 图 1-8 是 果 蝇 的 一 条 染色 体 的 遗传 图 谱 ， 图 上 基因 间 的 距离 是 用 图 距 单 位 
(map unit) 表示 的 ， 图 距 单位 是 与 基因 间 的 重组 频率 相关 的 。 如 果 两 个 基因 间 的 重组 频率 
是 5%， 那 么 基因 间 的 距离 就 是 5 个 图 距 单 位 。 因 为 在 相距 很 远 的 基因 间 发 生 双 交换 的 概 
率 很 高 ， 图 距 单 位 的 计算 就 不 准确 ， 除 非 所 有 紧密 相 邻 的 基因 间 都 进行 了 重组 实验 。 


表 1-1 1915 年 报道 的 85 个 果 蝇 突变 体 基因 


名 称 所 影响 的 位 置 名 称 所 影响 的 位 置 
第 1 组 

Abnormal 腹部 Lethal, 13 身体 ， 死 亡 

Bar 有 眼睛 Minature wH fee 

Bi fid 脉络 Notch 脉络 

Bow 翅膀 Reduplicated 眼睛 颜色 

Cherry 眼睛 颜色 Ruby ΠΒ 

Chrome 身体 颜色 Rudimentary 2 [5 

Cle ft 脉络 Sable 身体 颜色 

Club S Shi fted 脉络 

Depressed A ie Short 2 [8 

Dotted 胸部 SRee A JES 

Eosin 眼睛 颜色 Spoon 8} 5 

Facet 小 眼 Spot 号 体 颜色 

Forked Af Tan 触角 

Furrowed 眼睛 Truncate oH [5 

Fused 脉络 Vermilion 眼睛 颜色 

Green 身体 颜色 White 眼睛 颜色 

Jaunty $A H Yellow 吴 体 颜 色 

Lemon 身体 颜色 


染色 体 定 位 e 17» 


续 表 

名 称 所 影响 的 位 置 名 称 所 影响 的 位 置 

第 2 组 
Antlered 刻 膀 Jaunty 8 I 
Apterous ψΡ [32 Limited 腹部 条 纹 
Arc Hl fee Little crossover 2 SY fa fk 
Balloon 脉络 Morula 小 眼 
Black 身体 颜色 Olive 身体 颜色 
Blistered ΧΡ 5 Plexus 脉络 
Comma 胸部 标记 Purple 眼睛 颜色 
Con fluent 脉络 Speck 胸部 标记 
Cream || 眼睛 颜色 Strap 翅膀 
Curved A Streak jron 
Dachs ΠΗ͂ Tre foil 体型 
Extra vein 脉络 Truncate H [5 
Fringed ΧΡ iB Vestigial ΧΡ [05 

第 3 组 
Band 体型 Pink 眼睛 颜色 
Beaded 翅膀 Rough 眼睛 
Cream [I] 眼睛 颜色 Sa franin 眼睛 颜色 
De formed 眼睛 Sepia 眼睛 颜色 
Dwar f 身体 大 小 Sooty 吴 体 颜色 
Ebony 上 身体 颜色 Spineless sims 
Giant 身体 大 小 Spread ΡΕ 
Kidney ΗΝ ΠΗ͂ Trident 体型 
Low crossing over 3 号 染色 体 Truncate wH [δε 
Maroon 眼睛 颜色 Whitehead 体型 
Peach 有 眼睛 颜色 White ocelli 单眼 

第 4 组 
Bent 8} [5 Eyeless 眼睛 


* 突变 发 生 于 4 个 连锁 群 中 ， 因 为 细胞 学 研究 中 观察 到 的 染色 体 数 目 为 4， 表 明基 因 是 位 于 染色 体 上 。 注 意 不 
同 基 因 的 突变 会 对 单一 的 性 状 (如 身体 的 颜色 ) 有 不 同 的 影响 。 


正常 


红眼 AA Hw ΚΠ“ 


WE MESH ἘΝ LA KE h BEURE) ΑΒ 。 无 刺 ( 短 刺 ) 
突变 体 


图 1-8 果 蝇 的 第 2 号 染色 体 的 遗传 图 。 


即使 两 个 基因 处 在 很 长 的 染色 体 的 两 端 ， 因 为 有 多 个 交换 事件 发 生 ， 它 们 至 少 有 
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50%% 的 概率 共同 分 离 。 如 果 它 们 中 间 发 生 了 奇数 次 的 交换 ， 两 个 基因 就 会 分 开 。 如 末 发 生 
的 交换 次 数 为 偶数 ， 它 们 就 不 会 分 开 。 所 以 ， 在 果 蝇 遗传 研究 的 早期 ， 经 溃 不 能 确定 两 个 
基因 是 位 于 不 同 的 染色 体 上 还 是 位 于 一 条 长 染色 体 的 两 端 。 只 有 定位 了 很 多 的 基因 后 ， 才 
能 令 人 信服 地 证 明 连 锁 群 的 数目 与 细胞 学 上 可 分 的 染色 体 数目 相等 。1915 年 ， 摩 尔 根 与 
他 的 学 生 Alfred H. Sturtevant, Hermann J. Muller 和 Calvin B. Bridges 发 表 了 权威 性 的 著 
作 《 孟 德尔 遗传 的 机 制 );， 在 这 本 书 中 ， 他 们 首次 宣布 了 遗传 的 染色 体 基础 的 普遍 性 。 现 
在 我 们 将 这 一 概念 与 进化 论 和 细胞 理论 一 起 作为 理解 生命 本 质 的 最 重要 成 吏 。 


突变 引起 遗传 变异 


现在 我 们 有 可 能 理解 生物 界 中 那些 可 遗传 的 变化 是 进化 理论 的 基石 。 正 常情 况 下 ， 
染色 体 复 制 过 程 中 基因 是 忠实 复制 的 。 然 而 在 极 少 数 情况 下 ， 基 因 中 还 是 会 发 生 一 些 变 
化 [突变 (mutation) ]， 形 成 不 同 的 等 位 基因 ， 其 中 大 部 分 (当然 不 是 全 部 ) 的 功能 不 
如 野生 型 的 等 位 基因 。 显 然 ， 这 样 的 事情 应 该 很 少 发 生 ， 否 则 ， 在 每 一 个 细胞 周期 中 都 
有 很 多 基因 发 生 突变 ， 那 么 产生 的 后 代 就 不 再 像 它们 的 亲本 。 实 际 上 ， 和 存在 少量 而 有 限 
度 的 突变 是 有 很 多 好 处 的 ， 它 是 一 个 产生 变异 体 的 稳定 来 源 ， 是 动 植物 适应 不 断 变 化 的 
物理 和 生物 环境 所 需要 的 。 

然而 ， 出 乎 意料 的 是 ， 这 些 孟 德尔 学 派 遗 传 学 家 们 的 实验 结果 并 没有 被 传统 的 生物 
学 家 所 接受 ， 研 究 不 同 生命 形式 的 进化 关系 的 权威 人 士 也 不 接受 。 人 们 的 疑问 是 ， 靡 尔 
根 和 他 的 学 生 们 所 研究 的 这 些 遗 传 变异 是 否 足 以 产生 进化 上 明显 不 同 的 绪 构 ， 如 翅膀 和 
眼睛 。 相 反 ， 这 些 生 物 学 家 相信 ， 肯 定 还 有 更 强 有 力 的 “大 突变 ”和 存在， 它们 才 是 进化 
跃进 得 以 发 生 的 原因 。 

然而 慢 慢 地 疑问 消失 了 ， 其 中 在 很 大 程度 上 应 该 归功 于 数学 遗传 学 家 Sewall 
Wrigh、Ronald A. Fisher 和 John Burden Sanderson Haldane 等 的 工作 。 他 们 的 工作 表 
明 ， 考 虑 到 地 球 漫 长 的 岁月 ， 果 蝇 中 发 现 的 相对 较 低 的 突变 率 ， 以 及 温和 的 选择 优势， 
应 该 足够 积累 起 新 的 有 益 的 特征 。 到 20 世纪 30 年 代 ， 生 物 学 家 开始 重新 评价 他 们 关于 
物种 起 源 的 知识 ， 并 开始 理解 数学 遗传 学 家 们 的 工作 。 在 这 些 新 达尔 文 主义 者 中 ， 有 生 
物 学 家 Julian Huxley (他 是 达尔 文 的 早期 支持 者 Thomas Huxley 的 孙子 )、 遗 传 学 家 
Theodosius Dobzhansky, HÆ% ZZ George Gaylord Simpson MZZ Ernst Mayr 
等 。 在 20 世纪 40 年代， 上述 4 位 都 著 书 从 上 自己 的 专业 角度 证 明 备 德尔 学 派 和 达尔 文学 
派 实 际 上 是 相互 符合 的 。 


早期 关于 基因 是 什么 以 及 如 何 发 挥 作用 的 推测 


几乎 就 在 孟 德 尔 定律 重新 发 现 的 同时 ， 遗 传 学 家 就 开始 推测 基因 的 化 学 结构 以 及 尼 
们 是 如 何 发 挥 功 能 的 。 因 为 无 从 得 知 遗 传 物质 的 化 学 特性 ， 所 以 一 直 没 有 大正 的 进展 。 


发 现 基 因 与 蛋白 质 相 互 关系 的 初步 尝试 。19 。 


即使 当时 已 经 知道 染色 体 中 存在 核酸 和 和 蛋白质 也 帮助 不 大 ， 因 为 对 它们 的 结构 都 一 无 所 
知 。 最 有 价值 的 推测 是 基于 一 个 事实 ， 即 基因 肯定 可 以 自我 复制 ， 至 少 在 某 种 意义 上 应 
该 如 此 。 当 一 条 染色 体 变 为 两 份 时 ， 它 们 的 结构 肯定 会 得 到 准确 的 复制 。 这 一 事实 立即 
引出 了 一 个 非常 重要 的 化 学 问题 ， 那 就 是 一 个 复杂 的 分 子 是 如 何 精确 地 被 复制 并 产生 与 
原件 无 异 的 复制 子 的 。 

一 些 物 理学 家 也 开始 对 基因 感 兴趣 ， 当 量子 力学 在 20 世纪 20 年 代 后 期 横 空 出 世 
时 ， 一 种 观点 出 现 了 : 为 了 了 解 基因 ， 必 须 首先 了 解 最 先进 的 理论 物理 的 奥妙 。 然 而 ， 
这 种 想法 从 来 没有 真正 执行 ， 因 为 很 明显 即使 最 好 的 物理 学 家 或 理论 化 学 家 也 不 会 计 自 
己 大 心 结构 尚 待 阐明 的 物质 。 只 有 一 个 事实 也 许 会 让 他 们 有 所 思考 ， 那 就 是 1927 年 
Muller #1 L. J. Stadler 独立 发 现 的 X 射 线 可 以 诱发 突变 产生 。 因 为 射线 又 击 大 的 基 
四 的 概率 比 麦 击 小 基因 的 概率 要 高 ， 所 以 可 以 根据 某 一 射线 剂量 下 照射 某 一 特定 基因 诱 
受 突变 的 频率 大 致 估计 基因 的 大 小 。 即 便 如 此 还 需要 种 种 特定 的 假设 ， 事 实 上 没有 任何 
人 人， 包括 Muller 和 Stadler 本 人 在 内 ， 都 没有 真正 地 重视 这 种 可 能 性 。 


发 现 基 因 与 蛋白 质 相 互 关 系 的 初步 尝试 


榨 查 茶 个 基因 的 改变 会 影响 细胞 中 的 哪 一 个 蛋白 质 ， 是 发 现 基因 和 蛋白 质 相互 关系 
的 最 有 成 效 的 早期 努力 。 最 初 这 些 研 究 相当 困难 ， 因 为 没有 人 知道 器 官 中 〈 如 眼睛 或 翅 
膀 ) 的 蛋白质 的 任何 信息 ， 不 信人 们 就 意识 到 研究 简单 的 具有 代谢 功能 的 基因 应 该 比 研 
究 影 响 整体 结构 的 基因 更 容易 ， 一 个 早期 有 效 的 例子 来 自 影响 某 种 氨基 酸 代谢 的 一 种 泪 
传 病 的 研究 。 在 人 类 中 会 发 生 影响 葵 丙 氨 酸 代谢 能 力 的 自发 突变 ， 当 一 个 带 有 纯 合 的 突 
变性 状 的 个 体 吃 了 含 苯 丙 氨 酸 的 食物 时 ， 由 于 他 不 能 将 葵 丙 氨 酸 转化 为 络 氨 酸 ， 就 会 千 
WEER (phenylpyruvic acid) 在 血液 中 增加 至 毒性 水 平 ， 这 些 疾 病 称 为 “先天 代 
HRR” o FTE 1909 年 ， 英 国医 生 Archibald E. Garrod 就 认为 其 野生 型 基因 是 负责 其 
种 特定 酶 的 表达 ， 在 纯 合 的 突变 体 中 ， 这 种 酶 将 先天 缺乏 。 

Garrod 提出 的 关于 基因 与 蛋白 质 相互 关系 的 一 般 假说 在 20 世纪 30 年 代 通 过 下 列 
工作 而 得 到 进一步 拓展 : Haldane 和 Rose Scott-Moncrieff 在 英格兰 进行 的 关于 花色 素 
工作 ， 美 国 的 Wright 在 豚鼠 的 毛发 色素 方面 的 工作 ,德国 的 A. Kuhn 以 及 Boris 
Ephrussi 和 George W. Beadle 起 初 在 法 国 ， 后 来 在 加 州 (美国 ) 进行 的 关于 昆虫 眼睛 
色素 的 研究 。 在 所 有 的 研究 中 ， 实 验证 据 都 表明 特定 的 基因 影响 色素 形成 的 特定 的 步 
铝 ,， 基 因 的 缺失 就 会 造成 颜色 的 改变 ， 例 如 ， 果 蝇 眼 睛 的 颜色 由 红色 变 为 理 珀 色 ， 然 
而 ， 由 于 缺乏 相关 酶 的 结构 的 基本 知识 ， 所 以 不 可 能 进一步 分 析 基 因 与 酶 之 间 的 关系 ， 
并 且 当 时 也 不 能 确认 大 部 分 基因 是 控制 蛋白 质 合 成 的 (当时 人 们 对 所 有 的 酶 都 是 蛋白 质 
也 是 有 怀疑 的 )， 也 不 清楚 是 否 所 有 的 蛋白 质 都 是 受 基因 控制 的 。 

“PFE 1936 年 ， 孟 德尔 学 派 的 遗传 学 家 就 清楚 地 意识 到 ， 如 果 仍 沿用 那些 阐明 孟 德 
尔 遗 传 学 的 基本 特征 的 方法 进行 实验 ， 是 难以 有 效 地 获得 关于 基因 是 如 何 发 挥 作用 的 信 
轧 的 。 相 反 ， 取 而 代 之 的 应 该 是 寻找 更 适合 化 学 分 析 的 生物 学 目标 。 他 们 认识 到 当时 拥 
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有 的 关于 核酸 和 和 蛋 白质 的 化 学 知识 是 完全 不 足以 来 进行 基础 的 生物 化 学 人 研究 的 ， 即 使 是 
最 合适 的 生物 学 系统 也 不 行 。 然 而 ， 幸 运 的 是 ， 化 学 知识 的 局 限 性 并 没有 阻止 他 们 和 学习 
如 何 用 化 学 上 简单 的 霉 类 、 细 菌 和 病毒 进行 遗传 实验 。 就 像 我 们 将 要 看 到 的 ， 就 在 遗传 
学 家 们 需要 的 时 候 ， 必 要 的 化 学 知识 也 产生 了 。 


INE 


遗传 是 由 染色 体 控制 的 ， 它 是 细胞 内 基因 的 载体 。 遗 传 因子 在 1865 年 首先 由 重 德 
尔 发 现 并 进行 描述 ， 但 是 其 重要 意义 到 20 世纪 初 才 被 认可 。 每 一 个 基因 都 可 能 存在 不 
同 的 形式 ， 称 为 等 位 基因 。 备 德尔 认为 决定 一 个 遗传 性 状 的 遗传 因子 “〈 也 就 是 现在 众 所 
周知 的 基因 ) 是 由 每 个 亲本 提供 给 每 个 后 代 的 。 这 种 行为 的 物理 基础 是 在 减 数 分 裂 过 程 
中 同 源 染色 体 的 分 配 : 一 对 同 源 染 色 体 中 的 一 条 《随机 选择 ) 将 分 配给 一 个 单 倍 体 细 
胞 ， 当 两 个 基因 位 于 同一 染色 体 上 时 ， 它 们 倾 回 于 共同 遗传 〈 连 锁 )。 决 定 不 同性 状 的 
基因 经 常 是 相互 独立 遗传 的 ， 因 为 它们 位 于 不 同 的 染色 体 上 的 。 在 任何 情形 下 ， 连 锁 极 
少 是 完全 的 ， 因 为 在 减 数 分 裂 过 程 中 同 源 染 色 体 是 相互 结合 的 ， 并 且 经 党 在 相同 处 断裂 
后 重新 交互 连接 (2544), ， 交 换 可 以 将 来 目 父 本 染色 体 的 基因 转移 到 来 自 母 本 染色 体 的 
基因 群 中 。 

来 自 同 一 基因 的 不 同 的 等 位 基因 源 自 基因 上 自身 的 可 遗传 的 变异 〈 突 变 )。 正 向 情况 
下 ， 基 因 非 常 稳定 ， 并 且 在 染色 体 复制 过 程 中 是 忠实 拷贝 的 ; 突变 只 是 偶尔 发 生 的 ， 一 
般 还 会 产生 有 害 的 后 果 。 然 而 突变 扮演 着 一 个 有 用 的 角色 ， 有 利 的 黎 有 突变 的 积累 是 进 
化 理论 所 依赖 的 遗传 多 样 性 的 基础 。 

多 少年 来 ， 基 因 的 结构 及 其 控制 细胞 特征 的 化 学 途径 是 神秘 的 。 随 独 大 量 的 目 发 突 
变 体 的 研究 ， 人 们 越 来 越 清 楚 ， 一 个 基因 控制 一 个 性 状 的 关系 是 不 存在 的 ， 所 有 复杂 性 
状 都 受 控 于 许多 基因 。 最 合理 的 观点 是 由 Garrod 在 1909 年 提出 的 “基因 控制 酶 的 合 
成 ”。 然 而 ， 备 德尔 学 派 遗传 学 家 的 工具 ， 如 植物 玉米 、 动 物 小 鼠 ， 甚 至 有 果 蝇 等 生物 材 
料 都 不 适合 用 于 基因 与 蛋 晶 质 之 间 的 深入 的 化 学 研究。 为 了 进行 这 类 分 析 ， 用 更 价 单 的 
生物 进行 实验 是 必 不 可 少 的 。 


( 刘 国 振 译 ARM 88 WHR 刘韧 BRA 校 ) 
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核酸 承载 遗传 信息 


KEE 早 在 化 学 家 们 注意 到 存在 能 够 承载 中 


, 传 信息 的 特殊 分 子 之 前 ， 遗 传 学 家 们 就 已 
= or - 遗传 学 家 就 开始 推测 什么 样 的 分 子 可 能 具 


有 基因 所 需要 的 稳定 性 ， 同 时 又 能 有 长 久 
的 、 偶 然 的 突变 形式 ， 这 是 进化 的 基础 。 


IAR Hie 直到 40 年 代 中 期 ， 似 乎 还 没有 直接 的 方 
. 式 可 以 探求 基因 的 化 学 本 质 。 人 们 早 就 知 
DNA 中 的 遗传 信息 是 由 4 MR 道 染 色 体 含有 一 种 特殊 的 分 子 ， 脱 氧 核糖 
单元 形成 的 序列 所 承载 的 核酸 (DNA) ， 但 是 没有 办 法 证 明 这 种 分 
子 携带 遗传 信息 ， 相 反 却 认为 DNA 仅仅 
中 心 法 出 是 一 种 分 子 支架 ， 支 撑 某 种 尚未 发 现 的 、 
, 专门 携带 遗传 信息 的 蛋白 质 。 一 般 认为 基 
a 因 是 由 氨基 酸 组 成 的 ， 因 为 当时 ， 氨 基 酸 
确定 得 白质 合成 的 方向 

P 看 起 来 是 唯 _ 具 有 足够 复杂 而 能 携带 遗传 

` A JUs ΕΗ WE 4 ο 

基因 组 学 时 代 -- 


因此 ， 探 询 基因 在 细胞 中 的 作用 ， 进 
而 了 解 基因 的 本 质 就 颇 有 意义 了 。 在 20 t 
纪 40 年 代 早 期 ， 以 George W. Beadle 和 Edward Tatum 为 先锋 对 脉 孢 菌 (Neuros po- 
ra) 的 研究 中 ， 发 现 越 来 越 强 的 证 据 支持 30 年 前 Garrod 提出 的 假说 ， 即 基因 的 任务 就 
是 控制 特定 酶 的 合成 〈 一 个 基因 一 个 酶 假说 ) 。 考 虑 到 当时 已 经 知道 所 有 已 知 的 酶 都 是 
和 蛋白质， 关键 的 问题 是 基因 参与 蛋白 质 合 成 的 方式 。 从 种 种 推测 开始 ， 最 简单 的 假说 就 
是 基因 中 的 遗传 信息 决定 蛋白 质 多 肽 链 中 20 种 不 同 氨基 酸 的 顺序 。 
验证 这 一 假说 ， 直 觉 几乎 没有 什么 用 ， 即 使 对 最 好 的 生物 化 学 家 也 如 此 ， 因 为 用 酶 
作为 工具 检测 添加 到 多 肽 链 中 的 氨基 酸 的 顺序 是 不 合 逻 辑 的 。 如 果 那 样 的 话 就 应 该 需要 
同 蛋白 质 所 含 氨 基 酸 数目 相同 的 排序 酶 ， 才 能 合成 蛋白 质 。 但 是 ， 当 时 所 有 已 知 的 酶 自 
身 也 都 是 蛋白 质 〈 现 在 我 们 知道 RNA 在 个 别 情况 下 也 可 以 发 挥 酶 的 功能 )， 那 么 〈 如 
果 按 上 述 逻 辑 ) ， 就 需要 另外 的 排序 酶 来 合成 排序 酶 。 显 然 这 是 一 个 自 相 矛 盾 的 怪圈 ， 
除非 我 们 假定 有 一 种 异乎 寻常 地 互相 衔接 的 合成 ， 其 中 某 个 特定 的 蛋白 质 具 有 许多 不 同 
的 酶 的 特性 。 在 这 样 的 假设 前 提 下 ， 我 们 才 有 可 能 看 到 (将 是 非常 困难 的 ) 一 个 可 以 行 
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使 功能 的 细胞 。 然 而 ， 大 部 分 蛋白 质 不 可 能 执行 多 种 功能 。 事 实 上 ， 现 在 所 有 的 知识 指 
加 相反 的 方向 ， 即 一 种 蛋白 质 一 种 功能 。 


Avery 的 惊人 发 现 : DNA 能 够 携带 遗传 特性 


DNA 有 可 能 是 主要 的 遗传 分 子 的 证 据 ， 从 肺炎 致 病菌 的 研究 中 出 人 意料 地 显示 出 来 。 
1928 年 ， 英 国 微生物 学 家 Frederick Griffith 做 出 了 开创 性 的 观察 : 当 非 致 病 肺 炎 链 球菌 菌 
穆 与 热 灭 活 的 同 种 致 病菌 混合 后 ， 成 为 致 病 的 细菌 。 这 种 从 非 致 病菌 向 致 病菌 的 转化 
(transformation) 表明 了 遗传 的 改变 ’ 这 一 现象 通 过 用 新 成 为 致 病菌 的 后 代 菌 株 转化 其 他 
的 非 致 病 细菌 可 以 显现 出 来 。 这 就 产生 了 一 种 可 能 性 推测 ， 即 当 病 原 细胞 被 热 灭 活 时 ， 其 
遗传 组 分 并 没有 被 破坏 。 而 且 ， 一旦 它们 (遗传 组 分 ) 从 热 灭 活 的 细胞 中 释放 出 来 ， 还 能 
究 过 活 的 受 体 细胞 的 细胞 壁 并 与 受 体 的 遗传 组 分 进行 重组 (图 2-1)。 随 后 的 研究 验证 了 这 
一 遗传 的 解释 。 致 病 性 显示 了 莱 膜 基因 的 功能 ， 该 基因 编码 一 个 含有 糖 类 的 荚 膜 的 合成 中 
的 天 键 酶 ， 在 大 多 数 致 病 肺炎 菌 上 都 有 这 种 莱 膜 。 当 5 (smooth, 平滑 的 ) 等 位 基因 存在 
时 ， 致 病 性 必需 的 荚 膜 就 会 在 细胞 的 外 围 形成 (形成 荚 膜 的 同时 也 会 使 细菌 所 形成 的 菌落 
主 殉 于 请 的 外 观 )， R (rough, HAARD 等 位 基因 存在 时 ， 没 有 芋 膜 形成 ， 相 应 的 细胞 
征 非 致 病 的 ， 这 些 细胞 形成 的 菌落 的 边缘 是 平滑 的 。 


ΤΗ Ἡ cap 的 染色 体 
R( 粗 糙 ) 细胞 片段 进入 cap 细胞 


图 2-1 通过 遗传 上 不 同 的 热 灭 活 菌株 ， 一 种 细菌 (肺炎 双 球 菌 ) 的 遗传 特性 得 到 转化 。 本 图 表明 R 型 菌株 接 
受 来 目 热 灭 活 的 S 型 菌株 的 包含 莱 膜 基因 的 染色 体 片段 。 由 于 大 多 数 R 型 细胞 接受 的 是 别 的 染色 体 片段 ， 因 此 
特定 基因 的 转化 率 通常 低 于 1%。 

在 Griffith 观察 到 上 述 现象 的 最 初 几 年 内 ， 又 发 现 灭 活 后 的 细菌 抽 提 物 也 具有 诱发 
遗传 转 化 的 能 力 ， 他 们 立即 展开 了 确定 这 种 转化 因子 的 化 学 本 质 的 工作 。 当 时 ， 大 部 分 
生化 学 家 仍然 相信 基因 应 该 是 和 蛋白质。 所 以 ， 在 历经 十 几 年 的 研究 后 ， 当 美国 微生物 学 
家 Oswald T. Avery 和 他 在 纽约 的 党 殉 非 勒 研究 所 的 同事 Colin M. MacLeod 和 Maclyn 
McCarty 在 1944 年 宣布 他 们 的 重要 发 现 ， 即 有 活性 的 遗传 物质 是 DNA 时 (图 2-2)， 
所 有 人 都 大 吃 一 惊 。 支 持 他 们 结论 的 关键 实验 是 : 所 获得 的 高 度 纯 化 的 活性 组 分 的 转化 
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活性 可 以 被 来 和 目 胰腺 的 脱氧 核糖 核酸 酶 所 破 
πλ. on 坏 。 该 酶 是 刚刚 纯化 的 ， 可 以 特异 性 地 把 
” ， (平滑 型 ) 细胞 DNA 分 子 降 解 成 核 苷 酸 ， 但 是 对 和 蛋白质 或 
fi RNA 的 完整 性 没有 任何 影响 。 添 加 胰腺 的 
核糖 核酸 酶 (可 以 降解 ΚΝΑ) 或 各 种 蛋白 

梅 ( 破 坏蛋 白质 对 转化 活性 都 没有 影响 。 


病毒 基因 也 是 核酸 


对 病毒 和 被 病毒 感染 的 细胞 的 化 学 研究 
为 上 述 理论 提供 了 更 重要 的 文 持 证 据 。 到 
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1964, Reprinted by permission of Pearson Education, 23 图 示 只 有 T2 噬菌体 的 DNA 组 分 携带 遗传 信 
Inc. , Upper Saddle River. NJ. ) 息 ， 蛋 和 白质 外 壳 只 是 保护 性 。 


图 2-2 分离 纯 化 转化 因子 。( 来 源 : Stahl F. W. 1964. 
The mechanics of inheritance, Fig. 2.3 Copyrigh © 
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ee . . . πα ον 
1950 年 ， 已 经 可 以 获得 若干 相当 纯 的 病毒 ， 并 能 够 检测 病毒 中 含有 什么 类 型 的 分 子 。 
这 项 工作 获得 了 一 个 非常 重要 的 上 且 具 有 广泛 意义 的 结论 ， 印 所 有 的 病毒 都 含有 核酸 。 因 
为 在 当时 已 经 越 来 越 意识 到 病毒 是 含有 遗传 物质 的 ， 所 以 立即 就 提出 了 一 个 问题 ， 是 不 
征 核酸 就 是 病毒 基因 的 载体 呢 ? 为 了 回答 这 一 问题 ，1952 年 ，Alfred D. Hershey 和 
Martha Chase 在 纽约 长 岛 的 冷 果 港 实验 室 完成 了 一 项 实验 ， HEERMA T2 
| — BPI AS (bacteriophage, phage) ] 的 增殖 ， 这 种 噬菌体 由 DNA 核心 区 和 由 多 种 不 
同 的 蛋白 质 分 子 集合 形成 的 、 起 保护 作用 的 外 壳 组 成 . 他 们 将 蛋白 质 外 壳 用 放射 性 同位 
RO SRW, OX DNA 用 放射 性 同位 素 ?P 标 记 。 然 后 用 被 标记 的 病毒 跟踪 和 蛋白质 和 
核酸 在 只 菌 体 增殖 过 程 中 的 走向 ， 主要 是 检测 母 本 病毒 标记 的 哪 种 原子 进入 寄主 细胞 并 
出 现在 后 代 哈 菌 体 中 ， 

从 这 些 实 验 获 得 的 结果 清楚 无 误 地 表明 . 在 后 代 史 菌 体 中 能 够 检测 到 大 量 的 母 本 鸣 
落体 的 核酸 ， 而 没有 任何 母 本 蛋白 质 (图 2-3)。 此 外 ， 还 证 明了 几乎 没有 母 本 蛋白 质 
进入 细菌 ， 而 只 能 吸附 在 细菌 的 外 过 上， 当 DNA 进入 细菌 细胞 后 这 些 蛋 白质 就 没有 任 
何 功能 了 。 这 一 点 由 以 下 实验 巧妙 地 证 明 ， 在 DNA 进入 细胞 后 剧烈 振荡 侵 染 的 细菌 ， 
拷打 吸附 在 细菌 上 的 外 壳 蛋 白质 脱落 但 并 不 影响 细菌 形成 新 的 噬菌体 颗粒 ， 

利用 菏 些 病毒 ， 现 在 可 以 进行 更 邻 人 信服 的 实验 。 例 如 ， 从 小 鼠 多 瘤 病 毒 纯 化 的 
DNA 可 以 进入 小 鼠 细胞 ， 尼 动 病毒 繁殖 的 周期 并 产生 数 以 千 计 的 新 的 多 瘤 病毒 颗粒 。 
所 以 ， 病毒 蛋白 质 的 基本 功 和 咒 征 在 细胞 间 移 动 过 程 中 保护 其 遗传 成 分 一 核酸。 
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在 用 Χ 射线 分 析 和 蛋白 质 结 构 的 同时 ， 有 一 少 部 分 科学 家 开始 尝试 分 析 DNA W Χ 8Η 
2k τ AY A i. 1938 Æ William Astbury 用 Ola. όμως, 


Hammarsten 和 Torbjorn Caspersson 提供 的 DNA 2 ἹἀἹ 


es 


伞 品 拍摄 到 了 第 一 张 衍 射 图 谱 。 但 直到 20 世纪 50 | 
年 代 初 期 ，Maurice Wilkins 和 Rosalind Franklin ， — ~~ .Ὢ 
才 获 得 了 高 质量 的 X 射线 衍射 照片 E 2-4)。 从 40 
这 些 照片 来 看 ，DNA 的 结构 应 该 是 螺旋 形 的 ， 而 _ * 
且 不 止 一 条 多 核 苷 酸 链 ， 不 是 2 条 就 是 3 条 。 与 此 

同时 ， 将 DNA 分 子 连接 起 来 的 共 价 键 也 清楚 了 。 "”.. 

1952 年 ， 一 群 在 Alexander Todd 实验 室 工作 的 有 图 2-4 用 来 阐明 ή ρα στ. 


机 化 学 家 证 明 : DNA 的 核 背 酸 结合 在 一 起 的 是 片 。 这 张 照 片 由 Rosalind Franklin 于 1952~ 
/ με 1953 年 冬天 在 伦敦 King 学 院 拍摄 ， 它 证 明了 

3 -5 的 磷酸 二 酯 键 ΓΗ͂ 2-5), DNA 是 螺旋 形 结构 的 猜想 。 照 片 中 心 的 十 字 
出 于 对 Linus Pauling μή] α We The Ae HÆJ (mo- pac eiee een E 

. = : ee 线 有 照片 上 J 部 位 ); {ΠΤΙ FURE RB 9} 

ΠΠ (将 于 本 书 第 5 章 涉及 ) 感 兴趣 ，William Coch- Wee KMA «αλ A > EBRE 
ran, Francis H. Crick 和 Vladimir Vand 在 1951 年 ERRARE, FETE. (来 
ὑπ. Franklin R. E. and Gosling R. 1953. Na- 


建立 了 一 种 很 好 的 关于 螺旋 分 子 的 衍射 理论 ， 使 通 ture 171: 740， 经 许可 ) 
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图 2-5 DNA 多 聚 核 苷 酸 的 一 部 分 ， 图 示 连 接 核 背 酸 的 3-5 的 磷酸 二 酯 键 的 连接 

方式 。 磷 酸 基 团 将 一 个 核 苷 酸 的 3 ' 碳 原子 与 另 一 个 核 苷 酸 的 5 碳 原子 相连 。 
过 实验 探索 可 能 的 DNA 结构 更 简单 。1953 年 ， 克 里 克 和 沃 森 提出 了 正确 的 互补 双 螺 旋 
( 见 第 6 章 ) 理论 ， 当 时 他 们 是 在 Max Perutz 和 John Kendrew 的 实验 室 工 作 。 正 确 管 
案 的 获得 主要 依赖 于 发 现 了 与 Wolkins 和 Franklin 的 X 射线 衍射 数据 相符 合并 且 从 立 
体 化 学 角度 来 讲 最 可 能 的 构象 。 

在 双 螺 旋 中 ， 两 条 反 向 的 DNA 链 由 碱 基 对 之 间 的 氢 键 〈 一 种 非 共 价 的 化 学 弱 键 ， 见 
第 3 章 ) 结合 在 一 起 (图 2-6)。 这 种 碱 基 配 对 是 高 度 特异 的 : RRS FAS PR ECT, 
而 鸟 味 叭 只 与 胞 喀 喧 配对。 在 双 螺 旋 DNA 分 子 中 ，A 残 基 的 数目 一 定 与 工 残 基 的 数目 相 
等 ， 同 样 地 ，G 的 数目 一 定 与 C 的 数目 相等 〈 见 框 2-1) 。 结 果 是 ， 双 螺旋 的 两 条 链 的 碱 基 
序列 有 互补 的 关系 ， 其 中 任何 一 条 DNA 链 的 序列 都 严格 地 决定 了 其 对 应 链 的 序列 。 

双 螺 旋 结构 的 发 现 对 许多 遗传 学 家 分 析 数 据 的 方式 带 来 了 意义 深远 的 章 信 。 基 因 不 
再 是 一 种 神秘 的 东西 ， 它 的 活动 只 能 用 遗传 实验 来 研究 。 相 反 ， 它 已 经 变 成 了 一 个 化 学 
家 可 以 客观 面 对 的 真实 的 分 子 物 体 ， 就 像 其 他 的 小 分 子 ， 如 丙酮 酸 盐 和 ATP 一 样 。 然 
而 ， 最 令 人 振奋 的 还 不 仅仅 是 破译 了 结构 ， 而 且 还 来 自 结 构 的 内 洱 。 在 知道 答案 之 前 ， 
人 们 一 直 在 担心 〈 基 因 的 结构 的 ) 答案 难以 揭示 基因 复制 和 功能 ; 值得 庆 池 的 是 ， 这 一 
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中 ( 离 体 ) DNA 合成 系统 ， 而 实际 上 ， 这 一 体系 在 很 短 的 时 间 内 被 建立 ， 出 乎 分子 遗 
传 学 家 们 的 预料 。 当 时 ， 分 子 遗 传 学 家 与 生物 化 学 家 的 工作 相距 很 远 ， 后 者 相当 擅长 酶 
纯化 方面 的 工作 。 利 用 生化 技术 破解 DNA 复制 之 谜 的 领军 人 物 是 美国 生化 学 家 Arthur 
Kornberg， 他 在 1956 年 用 无 细胞 的 细菌 抽 提 物证 明了 DNA 的 合成 。 在 随后 的 几 年 中 
Kornberg 又 进一步 证 明了 催化 完成 DNA 组 成 元 件 的 连接 需要 一 种 特定 的 聚合 酶 。 
Kornberg 的 研究 揭示 了 组 成 DNA 的 核 苷 酸 元 件 是 富 含 能 量 的 前 体 物质 (dATP, 
dGTP, dCTP 和 dTTP， 图 2-7)。 进 一 步 的 实验 鉴定 了 一 种 单 链 的 多 肽 一 一 DNA 聚合 
ΠΕ! (DNA Pol 工 )， 它 能 够 催化 新 的 DNA 链 的 合成 。DNA 聚合 酶 工 将 核 背 酸 前 体 用 
3 -5 的 磷酸 二 酯 键 连接 起 来 〈 图 2-8) 。 这 种 反应 需要 DNA 的 存在 ， 其 作用 是 将 4 种 核 
苷 酸 按 顺序 排列 成 最 终 的 多 聚 核 苷 酸 产 物 。 


图 2-8 由 DNA 聚合 酶 催化 的 DNA 链 的 酶 促 合成 反应 。 图 示 将 核 苷 酸 添 加 到 不 断 增 长 的 ΏΝΑ 链 上 去 的 反应 
we HH DNA RAMEK., RE DNA 聚合 酶 本 身 就 能 催化 细胞 中 的 DNA 合成 ， 释 放 的 焦 磷 酸 是 由 焦 磷 酸 酶 转 
化 为 二 磷酸 的 ， 更 加 有 利于 核 苷 酸 添加 的 正 向 反应 。 


DNA 聚合 酶 I 依赖 DNA 模板 来 决定 所 合成 的 DNA 的 顺序 。 这 一 点 首先 由 以 下 实 
验证 明 : 用 含 不 同 数量 的 A: 工 和 G:C 碱 基 对 的 DNA 分 子 作 模 板 ， 进 行 酶 促 合成 。 
在 所 有 的 实验 中 ， 酶 促 合成 的 产物 都 与 模板 DNA 的 碱 基 比率 相同 (SE 2-1) 。 在 无 细胞 
体系 的 合成 中 ， 没 有 蛋白质 或 其 他 任何 形式 的 分 子 的 形成 ， 完 全 排除 了 其 他 非 DNA 的 
组 分 作为 遗传 特性 的 中 间 和 载体 的 可 能 性 。 所 以 ， 毫 无 疑问 DNA 就 是 合成 自身 的 直 
接 模 板 。 


文 持 DNA 复制 过 程 中 双 链 分 开 的 实验 证 据 


1958 Œ, Æ Kornberg 研究 的 同时 ， 当 时 在 加 州 理工 学 院 的 Matthew Meselson 和 
Frank W. Stahl 进行 了 一 个 非常 聪明 的 实验 : 他 们 将 子 代 DNA 分 子 分 离 ， 证 明了 双 螺 
谍 的 两 条 链 在 DNA 复制 过 程 中 一 直 是 分 开 的 (图 2-9) 。 实 验 的 成 功 部 分 归 因 于 用 EN 
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表 2-1 酶 促 合成 的 DNA 产物 及 DNA 模板 中 的 碱 基 组 成 比较 


酶 促 合 成 产物 的 碱 基 组 成 A+T/G+C A+T/G+C 


Aig HER AS κ] Fig. Ha ΙΕ SRR HEL ΠΕ 产物 中 模板 中 
球菌 (细菌 ) 0.15 015 0035 035 004 039 
产 气 杆菌 (细菌 ) 0. 22 0. 22 0. 28 0. 28 0. 80 0. 82 
大 肠 杆菌 0. 25 0. 25 0. 25 0. 25 1. 00 0. 97 
牛 胸腺 0. 29 0. 28 0. 21 0. 22 1.32 1. 35 
We μ 4: T2 0. 32 0. 32 0. 18 0. 18 1.78 1. 84 
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重 DNA 


转移 到 转移 后 生长 
ΙΑΝ 培养 基 之 前 1 代 


离心 管 中 DNA 分 子 的 位 置 
可 用 紫外 线 检 测 


2-9 用 和 氯 化 饮 密度 梯度 证 明 DNA 复制 过 程 中 互补 链 的 解 开 。 


重 同位 素 作 为 标签 来 区 分 亲 代 和 子 代 DNA 链 。 生 长 在 含 重 同位 素 *N 的 培养 基 中 的 细菌 的 
DNA 比 在 正常 的 “N 培 养 基 中 的 细菌 的 DNA 要 重 一 些 。 另 外 ， 实 验 的 成 功 还 部 分 地 归 因 
于 用 重 盐 〈 如 氯 化 饮 ) 进行 密度 梯度 离心 分 离 轻 、 重 DNA 实验 技术 的 建立 。 当 施加 高 离 


IF 。 31 。 


心力 时 ， 在 离心 管 底部 的 洲 液 密度 会 变 得 更 高 〈 旋 转 时 ， 它 们 是 离 旋 转轴 最 远 的 位 置 ) ο 
如 果 选 择 的 初始 溶液 密度 合适 ，DNA 分 子 就 会 移动 到 离心 管 的 中 部 ， 停 留 在 与 盐 溶液 的 
密度 相同 的 区 域 。 此 时 ， 同 两 条 链 都 完全 是 “N 前 体 的 “ 轻 轻 DNA” (LL DNA) 相 比 ， 
两 条 链 都 完全 是 ”N 的 “重重 DNA” (HH DNA) 会 在 较 高 密度 区 形成 一 条 带 〈 离 离心 管 
底部 更 近 )。 当 把 含有 重 DNA 的 细菌 转移 到 普通 培养 基 (ΠΝ) 上 培养 时 ， 用 来 进行 
DNA 合成 的 核 苷 酸 前 体 是 轻 的 ， 所 以 转移 后 新 合成 的 DNA 同 转 移 前 的 DNA 是 可 以 区 
分 的 。 

如 条 DNA 的 复制 涉及 解 链 过 程 ， 在 普通 培养 基 上 生长 的 携带 重 DNA 的 细菌 在 不 
同 阶段 后 的 DNA 分 子 的 密度 就 可 以 推测 出 来 。 一 个 世代 后 ， 所 有 的 DNA 分 子 应 该 含 
有 一 条 重 链 和 一 条 轻 链 ， 也 就 是 居中 的 杂种 密度 (“ 重 轻 DNA”, HL DNA), XEFE 
Meselson 和 Stahl 所 观察 到 的 现象 。 同 样 地 ， 生 长 两 代 以 后 ， 一 半 的 DNA 分 子 是 轻 
的 ， 邦 一 半 是 好 种， 与 解 链 的 预测 完全 符合 。 一 定 要 注意 : DNA 在 从 细菌 里 纯化 出 来 
时 ， 会 被 断裂 成 小 片段 。 这 就 保证 了 大 多 数 DNA 不 是 被 完全 复制 ， 要 么 不 被 复制 。 如 
来 细菌 基因 组 保持 完整 ， 很 可 能 会 有 很 多 部 分 复制 的 中 间 密 度 的 分 子 ( 既 不 是 HH, 
HL， 也 不 是 LL) FE. 

由 此 Meselson 和 Stahl 的 实验 证 明了 DNA 复制 是 半 保 留 的 过 程 ， 在 复制 过 程 中 双 
螺旋 中 的 一 条 链 保持 不 变 〈 也 就 是 “保留 沁 ， 两 条 亲本 链 分 别 分 配 到 两 个 子 代 分 子 中 
( 半 保 留 复制 中 的 “ 半 ”) 。 这 些 实验 排除 了 当时 的 另外 两 种 模型 : 保留 和 分 散 复制 模型 
(图 2-10)。 保留 模 型 认为 ,亲本 的 两 条 链 不 分 开 ， 而 新 形成 的 两 条 链 则 形成 全 新 的 
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2-10 3 种 可 能 的 DNA 复制 机 制 。 了 解 了 DNA 结构 之 后 ， 提 出 了 几 种 解释 DNA 复制 的 模型 ， 本 图 介 
绍 了 3 种 。 由 Meselson 和 Stahl 提出 的 实验 与 其 他 模型 不 同 ， 清 楚 地 证 明了 DNA 是 半 保 留 复 制 的 。 


° 32 。 第 2 章 核酸 承载 遗传 信息 


特别 倾向 的 分 散 复制 模型 中 ，DNA 链 首先 被 打 成 碎片 ， 片 段 的 长 度 可 能 只 有 10 个 碱 基 
对 ， 利 用 这 些 片段 合成 同样 短 的 DNA 片段 。 然 后 这 些 短片 段 再 连接 起 来 形成 完整 的 
DNA 链 。 按 照 这 个 复杂 的 模型 ，DNA 链 将 是 由 新 老 DNA 共同 组 成 的 〈 即 非 保 留 的 )， 
只 能 在 多 代 生 长 之 后 才 会 有 轻 DNA 出 现 。 


DNA 中 的 遗传 信息 是 由 4 种 核 苷 酸 单元 形成 的 序列 所 承载 的 


双 蝶 旋 的 发 现 有 效 地 终止 了 DNA 是 否 是 主要 遗传 物质 的 争论 。 在 用 实验 证 明 
DNA 的 复制 涉及 解 链 之 前 ， 分 子 遗 传 学 家 就 将 研究 重点 转向 了 解 DNA 中 的 遗传 信息 
征 如 何 决定 合成 蛋白 质 的 氨基 酸 顺 序 的 〈 见 框 2-2) 。 因 为 所 有 的 DNA 链 都 能 够 形成 双 
暴 旋 ， 其 遗传 特性 的 核心 肯定 是 隐 含 在 由 4 种 核 苷 酸 单元 形成 的 线性 顺序 中 。 所 以 ， 作 
为 携 市 遗传 信息 的 实体 ， 当 时 人 们 就 正确 地 认为 DNA 分 子 应 该 是 由 4 个 字母 (A、G、 
CHT 构成 的 很 长 的 单词 〈 在 后 面 的 章节 中 我 们 还 将 看 到 ， 现 在 更 应 该 说 DNA 是 很 
长 的 句子 ) 。 即 使 只 有 4 个 字母 ， 可 能 的 DNA 顺序 的 数目 (4N， 其 中 N 是 序列 中 字母 
的 个 数 ) 即使 对 最 小 的 DNA 分 子 来 说 ， 也 是 非常 的 庞大 ， 实 际 上 可 能 存在 的 遗传 信息 
征 无 良 的 。 现 在 我 们 知道 一 个 典型 的 细菌 的 基因 由 大 约 1000 个 碱 基 对 组 成 的 ， 这 样 大 
小 的 一 段 DNA 可 能 产生 的 基因 数目 是 4"%%" ， 这 个 数目 比 所 有 生物 中 已 知 的 基因 数目 都 
大 几 个 数量 级 。 


DNA 中 的 遗传 信息 
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DNA 不 是 直接 决定 所 合成 的 蛋白 质 的 模板 


虽然 DNA 一 定 携 带 着 决定 氨基 酸 顺 序 的 信息 ， 但 很 明显 双 螺 旋 本 喘 不 可 能 是 重 日 
质 合成 的 模板 。 实 验 表 明 在 没有 DNA 存在 的 场所 仍 可 以 进行 蛋白 质 的 合成 ， 所 以 排除 
T DNA 起 直接 作用 的 可 能 。 在 所 有 的 真 核 生物 细胞 中 和 蛋 白 质 的 合成 发 生 在 细胞 质 中 ， 
而 核 膜 将 染色 体 DNA 与 细胞 质 分 开 。 

所 以 ， 至 少 对 真 核 细 胞 而 言 ， 还 应 该 有 第 二 种 承载 信息 的 分 子 存在 ， 由 它 负 责 从 
DNA 上 获得 特定 遗传 信息 ， 然 后 转移 到 细胞 质 中 作为 蛋 日 质 合成 的 模板 。 从 一 开始 ， 
人 们 的 注意 力 就 集中 在 功能 上 尚 不 清楚 的 第 2 种 核酸 分 子 一 -RNA E. Torbjorn 
Caspersson 和 Jean Brachet 发 现 RNA 主要 存在 于 细胞 质 中 ; 很 容易 想像 ， 当 一 条 DNA 
链 不 用 于 互补 DNA 链 合成 的 模板 时 ， 可 能 就 会 作为 互补 RNA 链 的 模板 。 


RNA 与 DNA 具有 非常 相似 的 化 学 性 质 


通过 了 解 RNA 的 结构 ， 就 可 以 知道 它 是 如 何以 DNA 为 模板 准确 合成 的 。RNA 与 
DNA 的 化 学 性 质 非常 相似 ， μμ καλά 含有 4 种 核 甘酸 ， 以 
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图 2-11 RZ RARER (RNA) 链 。 红 色 部 分 表示 与 DNA 的 区 别 。 
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3 -5 磷酸 二 酯 键 相连 (图 2-11) 。 在 化 学 组 成 上 ，RNA 与 DNA 有 两 个 差异 ， 一 个 是 糖 
组 分 的 微小 差异 (图 2-12): DNA 中 为 脱氧 核糖 ， 而 RNA 中 为 核糖 ， 除 多 一 个 OH 
Eze) 外 ， 核 糖 与 脱氧 核糖 相同 ; 第 二 个 差异 是 RNA 分 子 没有 胸腺 喀 啶 ， 而 含有 结 
构 相 似 的 尿 喀 啶 。 尽 管 存在 这 些 差 异 ， 多 聚 核糖 核 苷 酸 也 有 形成 DNA 那 种 互补 双 螺 旋 
的 能 力 。 额 外 的 羟基 以 及 尿 喀 啶 中 缺少 胸腺 喀 啶 中 才 有 的 甲 基 都 不 影响 ΕΝΑ 通过 碱 基 
针对 形成 双 螺 旋 结 构 的 能 力 。 然 而 ， 与 DNA 不 同 ， 在 细胞 中 ΕΝΑ 主要 以 单 链 分 子 存 
企 。 如 果 有 双 链 RNA 螺旋 形成 ， 大 多 数 也 是 由 同一 单 链 RNA 分 子 的 两 个 部 分 形成 的 。 
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图 2:12 RNA 5 DNA RER AM KS. ABA DNA WER, 3Η RNA WAER. MA RNA Kit 
酸 合 有 核糖 (而 DNA 中 为 脱氧 核糖 ) ， 核 糖 的 C2 位 有 一 个 羟基 〈 用 红色 表示 )。 此 外 ， 在 碱 基 组 成 上 ，RNA 
PARERE, M DNA 为 胸腺 喀 啶 ， 尿 喀 喧 在 喀 啶 环 的 5 位 上 有 羟基 〈 用 红色 表示 )， 而 胸腺 喀 啶 在 该 位 置 是 
甲 基 。 其 余 3 个 碱 基 相 同 。 


中 心 法 则 


到 1953 年 秋 ， 人 们 已 经 普遍 接受 了 如 下 的 工作 假说 ， 那 就 是 染色 体 DNA 是 RNA 
分 子 的 模板 ， 合 成 后 的 RNA 分 子 转运 到 细胞 质 中 ， 在 那里 决定 蛋白 质 中 氨基 酸 的 顺 
序 。1956 年 ，Crick 提出 将 遗传 信息 的 传递 途径 称 为 中 心 法 则 (central dogma), 


Ca 
复制 DNA 


其 中 ， 箭 头 表示 遗传 信息 的 传递 方向 。 环 绕 DNA 的 箭头 代表 DNA 是 自我 复制 的 模板 ， 
DNA 与 RNA 之 间 的 箭头 表示 RNA WAR GER, transcription) 是 以 DNA 为 模板 
HN. FAD, AMAA ΠΣ CHF, translation) 是 以 RNA 为 模板 的 。 更 为 重要 的 是 ， 
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最 后 两 个 移 头 表示 的 过 程 ， 只 能 单方 回 存 在 ， 也 就 是 次 ， 不 能 由 午 晶 质 模板 合成 RNA. 
也 难以 想像 由 RNA RREAN DNA, EAMA AREEN RNA 的 模板 已 经 经 党 了 时 间 的 验 
证 ， 然 而 ， 正 如 我 们 将 在 第 1 草 中 要 提 到 的 ， 有 时 RNA 链 确实 可 以 作为 互补 的 DNA 
的 模板 。 这 种 与 正 稼 信息 流 的 方向 相反 的 事例 ， 与 大 量 的 以 DNA 为 模板 合成 的 RNA 
分 子 相 比 ， 是 非常 少见 的 。 所 以 ， 大 约 50 年 前 提出 的 中 心 法 则 在 今天 看 来 仍然 是 基本 
正确 的 。 


Crick 的 运 配 子 假设 


最 初 ， 人 们 简单 地 认为 用 于 合成 蛋白 质 的 RNA 模板 ， 可 以 折 和 县 并 在 其 表面 形成 适 
RF 20 种 不 同 氨基 酸 的 空 腔 〈cavity) 。 这 些 空 腔 应 该 有 一 定 的 形状 ， 只 适合 于 一 种 氮 
ER, ARAMA WA, RNA 就 是 以 这 种 方式 决定 氨基 酸 排 列 的 顺序 。 然 而 到 了 
1955 年 ，Crick 对 这 种 传统 的 想当然 的 观点 产生 了 怀疑 ， 他 认为 该 模型 预测 的 结果 不 可 
能 出 现 。 这 是 因为 ， 第 一 ，RNA 的 4 种 碱 基 (A、U、G、C) 上 的 特异 化 学 基 团 应 该 
主要 与 水 溶性 基 团 相互 作用 ， 而 许多 氮 基 酸 (如 Leu, Ναὶ. Phe) 的 侧 链 基 团 却 强 烈 地 
倾 问 于 与 非 水 溶性 基 团 〈 牙 水 基 团 ) 发 生 作 用 。 第 二 ， 即 使 RNA 分 子 能 够 折 和 县 并 形成 
RKR, BÆ RNA 分 子 精确 区 分 化 学 结构 非常 相似 的 氨基 酸 几 乎 是 不 可 能 的 ， 例 
an, Gly 和 Ala 及 Val 和 Ile 之 则 ， 其 差别 仅仅 在 于 一 个 甲 基 (CH) 的 存在 与 否 。 所 
以 Crick 提出 ， 在 整合 成 重 日 质 之 前 ， 氮 基 酸 先 结合 在 某 种 特异 的 适 配 子 (adaptor) 分 
子 上 ， 而 适 配 子 具有 独特 的 表面 ， 可 以 与 RNA 模板 上 的 碱 基 特 异 结合 。 


转运 RNA 的 发 现 


有 发 现 表明 ， 重 日 质 的 合成 依赖 于 无 细胞 体系 的 建立 。 加 入 RNA 分 子 ， 该 体系 能 
够 以 氨基 酸 前 体 进行 基本 的 蛋白 质 合成 。1953 年 ，Paul C. Zamecnik 及 其 同事 最 早 有 
效 地 建立 了 这 种 体系 。 他 们 的 成 功 主 要 得 益 于 最 新 的 放射 性 标记 氮 基 酸 的 技术 ， 这 种 技 
术 可 以 用 来 跟 踩 新 合成 的 微量 的 蛋白质 ， 另 外 还 有 高 质量 的 、 易 于 使 用 的 用 来 分 离 各 种 
细胞 组 分 的 制备 超 离 心 技 术 。 在 早期 ， 人 们 就 认为 重 白 质 在 细胞 内 的 合成 场所 是 核糖 
体 ， 核 糖 体 是 所 有 细胞 的 细胞 质 中 的 含 RNA 的 小 颗粒 ， 它 与 蛋白 质 的 合成 有 密切 的 关 
A (A 2-13). 

几 年 后 ，Zamecnik 与 Mahlon B. Hoagland 合作 人 研究 获得 了 重要 的 发 现 . 在 被 整合 
到 香 昌 质 之 前 ， 须 基 酸 首先 结合 到 我 们 现在 所 称 的 转运 RNA (transfer RNA, tRNA) 
分 子 上 。 转 运 RNA 大 约 占 细胞 总 RNA 的 10% (图 2-14) 。 

除 Crick 之 外 ， 这 一 实验 结果 出 乎 所 有 人 的 预料 。Crick 已 经 预测 到 所 谓 的 适 配 子 
(adaptor) 可 能 是 RNA 短 链 ， 因 为 它们 的 碱 基 应 该 能 够 与 蛋白 质 合 成 的 模板 RNA 上 
的 相应 碱 其 配对 并 “阅读 ”这 些 碱 基 。 以 后 我 们 会 讨论 更 多 的 细节 (第 14 章 ) ， 实 际 上 
Zamecnik 和 Hoagland 所 提出 的 转运 RNA 分 子 就 是 Crick 提出 的 适 配 子 分 子 。 每 一 个 
tRNA 分 子 部 有 一 段 连 续 的 碱 其 序列 〈( 反 密码 子 )， 在 重 白 质 合 成 过 程 中 与 ΕΝΑ 模板 
上 的 一 组 连续 碱 基 序列 (密码 子 ) 特异 结合 。 
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图 2-13 附着 在 内 质 网 上 的 核糖 体 的 电子 显 图 2-14 由 Robert W. Holley 及 其 助手 鉴定 
微 照片 。 胰 腺 细胞 的 电子 显 微 照片 的 酵母 两 氨 酸 tRNA 的 结构 。 这 个 tRNA 的 
(X105 000)。 图 的 右上 部 分 为 线粒体 ， 左 反 密 码 子 识别 mRNA 上 丙 氨 酸 。 在 tRNA 结 
下 部 分 为 附着 在 内 质 网 上 的 大 量 的 核糖 体 ， 构 中 存在 着 修饰 核 苷 : p= ΕΡΒΙΝ ΚΗ; 
有 的 核糖 体 游离 存在 于 细胞 质 中 ,有 的 附着 T= W Ik EE RRA; DHU 王 5，6- 二 氧 尿 
在 内 质 网 腊 上 (K. R. Porter 惠 赠 ) 。 BIE; ΙΓ AEB; m G= N1- 甲 


W GEEF; m = 1-H BE i BER HK HF 
m’ G= N?-FH 441 EEH. 


该 糖 体 的 矛盾 问题 : 缺乏 特异 性 


细胞 总 RNA 的 85% 存 在 于 核糖 体 中 ， 因 为 在 蛋白 质 合 成 旺盛 的 细胞 中 (如 胰 脏 、 肝 
脏 细胞 和 快速 增殖 的 细菌 ) ， 核 糖 体 的 绝对 数量 急剧 增加 ， 所 以 最 初 人 们 认为 核糖 体 RNA 
(ribosome RNA, rRNA) 是 决定 氨基 酸 顺 序 的 模板 。 但 当 详 细 研 究 了 大 上 肠 杆菌 的 核糖 体 之 
后 ， 发 现 右 干 难以 解释 的 现象 。 首先 ， 所 有 大 上 肠 杆菌 核糖 体 甚 至 其 他 所 有 生物 的 核糖 体 ， 
都 由 两 个 大 小 不 等 的 亚 基 组 成 ， 每 个 亚 基 都 包含 RNA， 在 周围 离子 浓度 影响 下 ， 两 个 亚 
基 可 以 可 逆 地 聚合 或 分 开 。 第 二 ， 小 亚 基 中 所 有 rRNA 的 长 度 大 臻 相同 (大肠 杆菌 约 
1500 碱 基 )， 大 亚 基 中 的 rRNA 长 度 也 基本 相同 〈 约 3000 碱 基 )。 第 三 ， 在 所 有 已 知 的 细 
Al. OAS. KEEN rRNA 碱 基 组 成 基本 相同 CRN GRO, BREN 
A DNA 的 AT/GC 比值 有 很 大 变化 。 如 果 说 rRNA 是 由 大 量 不 同 基因 组 成 的 、 不 同 
RNA 模板 的 集合 体 ， 上 述 现 象 都 不 应 该 出 现 ， 所 以 大 小 亚 基 都 不 像 是 模板 ΕΝΑ. 


信使 RNA (mRNA) 的 发 现 
ΤΑ 哈 菌 体 侵 染 的 细胞 提供 了 一 个 寻找 真正 模板 的 理想 体系 。 受 Τα 侵 染 后 ， 大 上 肠 
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杆 阔 细胞 停止 合成 自己 的 RNA， 只 能 合成 T4 DNA 转录 的 RNA。 令 人 吃惊 的 是 ，T4 
RNA 不 仅 与 T4 DNA 的 碱 基 组 成 很 相似 ， 而 且 它 不 能 与 核糖 体 蛋 白 结 合 ， 正 常情 况 
下 ， 核 糖 体重 日 与 rRNA 结合 形成 核糖 体 。 相 反 ，T4 RNA 首先 与 已 存在 的 核糖 体 结 
合 ， 然 后 移动 穿 过 核糖 体 表面 ， 使 其 碱 基 进 入 适当 位 点 ， 在 这 里 与 相应 的 tRNA- 氨 基 
酸 前 体 结合 进行 蛋白 质 合成 (图 2-15)。 这 种 情况 下 ，T4 ΕΝΑ 就 决定 了 氨基 酸 的 顺 
序 ， 它 就 是 长 期 寻找 的 蛋白 质 合成 的 RNA 模板 。 由 于 它 将 DNA 信息 带 到 了 进行 蛋白 
质 合 成 的 核糖 体位 点 ， 故 称 为 信使 RNA (message RNA, mRNA)。 首 次 观察 到 T4 
RNA 与 大 肠 杆菌 核糖 体 结合 是 在 1960 年 春 ， 很 快 在 未 侵 染 的 大 肠 杆 菌 的 细胞 中 获得 了 其 
他 信使 RNA 的 证 据 ， 因 此 ， 完 全 排除 了 rRNA 作为 模板 的 可 能 。 实 际 上 ， 核糖 体 中 的 
rRNA 组 分 ， 与 大 约 50 种 与 之 结合 的 核糖 体 蛋 白 一 起 ， 是 蛋白 质 合成 的 工厂 将 tRNA 
基 酸 前 体 引 导 到 某 个 位 置 ， 在 那里 它们 读 取 mRNA 模板 提供 的 信息 ( 详 见 第 14 ΞΕ}, 
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正在 延长 的 多 肽 G2 


2-15 转录 和 翻译 。 以 DNA 的 一 条 链 为 模板 ， 按 照 碱 基 互补 原则 合成 mRNA。 密 码 子 每 3 个 一 
组 ， 与 tRNA 分 子 上 反 密 码 子 区 域 的 3 个 核 苷 互补 。 碱 基 配 对 形成 后 ，tRNA 分 子 另 一 端 携带 的 氨基 
酸 添加 到 正在 生长 的 蛋白 质 链 上 。 


细胞 中 ，mRNA WA RNA 的 百 分 之 几 。 为 编码 细胞 里 的 不 同 的 蛋白 质 ，mRNA 的 
长 度 和 核 车 酸 组 成 变化 很 大 ， 所 以 ， 不 难 理解 为 什么 mRNA 在 最 初 未 被 研究 者 们 重视 。 
在 给 定 的 时 间 内 ， 只 有 很 小 的 一 段 mRNA 结合 在 核糖 体 上 ， 所 以 一 个 mRNA 分 子 可 以 被 
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多 个 核糖 体 同 时 读 取 。 绝 大 多 数 核糖 体 都 是 多 聚 核糖 体 (polyribosome) (翻译 相同 mRNA 
的 一 组 核糖 体 ) 的 一 部 分 ， 多 聚 核糖 体 可 能 会 包含 50 多 个 成 员 (图 2-16). 


释放 完成 的 
多 肽 链 


核糖 体 


图 2-16 多 聚 核糖 体 示 意图 。 每 个 核糖 体 附 着 在 mRNA 5 端的 信号 起 始 处 ， 并 沿 着 mRNA 
分 子 合成 多 肽 。 一 条 mRNA 链 上 可 能 同时 结合 数 个 核糖 体 ， 整 个 装置 称 为 多 聚 核糖 体 。 


以 DNA 为 模板 酶 促 RNA 的 合成 


随 着 信使 RNA 的 发 现 ， 第 一 个 能 以 DNA 为 模板 转录 ΕΝΑ 的 酶 很 快 就 分 别 在 生 
化 学 家 Jerard Hurwitz 和 Sam B. Weiss 的 实验 室 分 离 出 来 了 。 这 种 称 为 RNA 聚合 酶 
CRNA polymerase) 的 酶 必须 在 有 DNA 的 情况 下 工作 ， 并 以 其 为 模板 ， 利 用 ΑΤΡ. 
GIP、CTIP 和 UTP 核 甘酸 为 前 体 ， 合 成 单 链 RNA (图 2-17)。 在 细菌 中 ， 同 一 种 酶 分 
别 以 相应 的 染色 体 DNA 为 模板 合成 RNA。 生 成 的 RNA 碱 基 组 成 随 加 入 不 同 AT/GC 
比值 的 DNA 模板 而 变化 ， 这 就 是 DNA 负责 排列 核糖 核 苷 酸 前 体 的 直接 证 据 。 在 所 有 
的 酶 促 合 成 中 ，RNA 的 AU/GC 比值 与 DNA 的 AT/GC 比值 大 体 相同 ( 表 2-2). 


在 生长 的 RNA 链 上 
添加 核 背 酸 的 位 点 


ος 
DNA WREE .--- 
se j f δ. ο 


2-17 RNA 聚合 酶 催化 的 以 DNA 为 模板 的 ΕΝΑ 的 合成 。 
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表 2-2 酶 促 合 成 RNA 与 其 双 螺 旋 DNA 模板 碱 基 组 成 的 比较 


RNA 碱 基 组 成 A+U/G+C A+T/G+C 
NA —— M I 
Hig ERM ΡΝ ee ΚΕ ΒΕ {ΗΠ ΙΕ 观察 DNA 中 

T2 0.31 0. 34 0.18 0.17 1. 86 1. 84 
小 牛 胸腺 0. 31 0. 29 0. 19 0. 21 1. 50 
大 肠 杆菌 0. 24 0. 24 0. 26 0. 26 0. 92 0. 97 
Micrococcus 0.17 0. 16 0. 33 0. 34 0. 49 0. 39 
lysodetkticus 

(一 种 细菌 ) 


在 转录 过 程 中 ， 两 条 DNA 链 中 只 能 有 一 条 作为 RNA 合成 的 模板 。 这 是 有 道理 的 ， 
因为 两 条 DNA 链 虽 然 序列 互补 但 携带 的 遗 
传 信息 并 不 相同 ， 会 编码 完全 不 同 的 多 肽 。 
4 RNA 的 合成 总 是 沿 固定 方向 进行 ， 由 5' 端 
μμ. MRI IA, 31 3' 端 的 核 苷 酸 结束 (图 2- 
: sg ψ5 

到 此 为 止 ， 已 经 有 充分 的 证 据 证 明了 所 
推测 的 RNA 确实 是 从 含 DNA 的 核 中 移动 
到 含 核糖 体 的 细胞 质 中 。 将 细胞 短暂 地 暴露 
在 放射 性 标记 的 前 体 中 ， 然 后 加 入 过 量 的 未 
标记 氨基 酸 〈“ 脉 冲 标记 ”实验 )， 在 一 段 很 
短 的 时 间 内 合成 的 mRNA 就 会 被 标记 。 这 
项 研究 表明 mRNA 是 在 细胞 核 中 合成 的 ， 
一 个 小 时 内 ， 就 可 以 观察 到 大 部 分 RNA BS 
开 了 细胞 核 进 入 细胞 质 中 (图 2-18). 


遗传 密码 的 破译 


已 知 存 在 20 种 氨基 酸 ， 但 仅 有 4 种 碱 
基 ， 所 以 肯定 是 由 几 个 核 苷 酸 的 组 合 以 某 种 
方式 来 确定 一 个 特定 的 氨基 酸 。 如 果 是 两 个 
图 2-18 ο... ''''. 核 甘酸 一 组 ， 最 多 只 能 定义 16 个 (4 X 4) 


Tr AI RA, ATRUNA 
曝光 的 是 银 乳 胶 颗粒 ， AH. MERIN RNA 中 的 pda — 'ὲ ο. 
Zip. D 可 ΗΝ J ΤΗ: PNY = 
12min， 然 后 转移 到 非 放 射 性 标记 的 胞 喀 啶 中 培养 88min 即使 三 联 体 显然 能 提供 多 于 需要 的 排列 组 全 
δι ΑΝΤΟΝ ΤΑ ΝΑΣΑ ΒΑΝ P. οτος Re TARR TS 

J 未 Ws 二 ZA 1 i 
(D. M. Prescott, University of Colorado Medical School; 联 体 编 码 ) 。 此 时 提出 TH 33 往 假 设 ， IX FE 
reproduced from Prescott D. M. 1964. Progr. Nucleic Acid 非常 重要 的 。 花 线 性 的 意思 是 沿 DNA pE ΗΕ 
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酸 。 事 实 上 ，Charles Yanofsky 和 Sydney Brenner 在 20 世纪 60 年 代 初 期 就 已 经 通过 对 
细 落 和 蛋白质 的 突变 分 析 观 察 到 这 种 共 线 性 的 存在 。 另 外 ， 还 有 Brenner 和 Crick 在 1961 
年 的 遗传 分 析 也 同样 重要 ， 他 们 首次 证 明了 3 个 核 苷 酸 一 组 确定 一 个 氨基 酸 。 

但 是 哪 3 个 碱 基 的 特定 组 合 〈 密 码 子 ) 确定 哪 一 种 氨基 酸 只 有 通过 生化 分 析 才 能 知 
道 。 突 破 性 的 进展 来 自 于 Marshall Nirenberg 和 Heinrich Mattaei 的 工作 。1961 年 他 们 在 一 
起 工作 时 观察 到 : 将 体外 合成 的 多 聚 核 苷 酸 poly U CUUUUU:) 加 入 能 合成 蛋白 质 的 无 
细胞 体系 中 ， 产 生 的 是 只 含 葵 丙 氨 酸 的 多 肽 。 所 以 ， UUU 这 一 组 核 苷 酸 肯定 编码 的 是 茶 
内 须 酸 。 利 用 逐渐 复杂 的 、 确 定 的 多 聚 核 苷 酸 作为 信使 RNA， 很 快 就 鉴定 出 了 越 来 越 多 
的 密码 子 。 在 破译 密码 子 的 过 程 中 ， 尤 为 重要 的 是 利用 了 像 AGUAGU OE HY) Be BE KF 
酸 ， 这 是 由 有 机 化 学 家 Har Gobind Khorana 合成 的 。 这 些 特 定 的 多 聚 核 苷 酸 在 破译 更 复 
杂 的 密码 子 中 是 至 关 重 要 的 。1966 年 ， 密 码 子 全 部 破译 ， 可 能 的 64 个 密码 子 中 有 61 个 编 
人 码 相 应 的 氨基 酸 ， 大 多 数 氨 基 酸 都 是 由 一 个 以 上 的 核 背 酸 三 联 体 编码 的 ( 表 2-3). 

表 2-3 ”遗传 密码 


确定 蛋白 质 合成 的 方向 


确定 了 遗传 密码 的 性 质 之 后 ， 下 一 个 的 问题 就 是 多 聚 核 车 酸 链 如 何 指导 多 肽 的 合 
成 。 正 如 我 们 在 本 章 已 经 看 到 ， 在 第 6 章 还 要 进行 详细 讨论 的 ， 多 聚 核 背 酸 链 CDNA 
和 RNA) 由 5 一 3 方向 合成 。 但 是 多 肽 链 的 延伸 是 如 何 进 行 的 呢 ? 是 从 氨基 端 到 羧基 
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Yin» Ae AA Ie VE? 

Fil FA 5 iE ΜΟΙ AU CAE ARA MASA Γ ER. WRA 
加 入 B 珠 蛋白 mRNA， 而 不 是 合成 的 mRNA， 来 指导 蛋白质 的 合成 。 在 蛋白质 合成 开 
始 几 分 钟 后 ， 利 用 放射 性 标记 的 氨基 酸 处 理 无 细胞 体系 几 秒 钟 〈( 低 于 合成 珠 重 日 链 需 要 
的 时 间 )， 然 后 立即 终止 蛋白 质 合 成 。 这 种 快速 的 放射 性 标记 方式 称 之 为 脉冲 (pulse) 
或 脉冲 标记 (pulse-labeling)。 利 用 凝 胶 电 注 技 术 将 在 标记 期 间 内 合成 的 完整 的 珠 重 日 
与 未 完全 合成 的 珠 蛋 日 分 离 (38 2034), ， 分 析 所 有 的 在 完成 合成 时 都 存在 放射 性 标记 的 
BA, ARE ARASH KN AK, EAE RRL. PARA IA 
的 多 肽 片段 ， 最 后 ， 测 量 掺 入 每 个 片段 中 的 放射 性 强度 图 2-19). 


a 


放射 性 / 肽 链 长 度 


NH, COOH 
多 肽 的 位 置 


图 2-19 掺 入 到 延伸 的 多 肽 链 的 放射 性 标记 。a. 脉冲 标记 后 合成 多 肽 链 
PHBH Oni. BREA MIRE Η ΝΕ} 8 i BT ΠΠ KR 
AR.) b. 放射 性 挫 人 对 多 肽 的 位 置 作 图 。 


注意 珠 蛋 日 是 在 脉冲 标记 的 不 同 阶段 合成 的 最 后 合成 的 肽 链 含 有 最 多 的 放射 性 标记 
的 前 体 。 (图 2-19a) 。 相 反 ， 含 放射 性 标记 最 弱 的 肽 链 来 目 最 早 合 成 的 B 珠 重 日 。 研 究 
者 观察 到 来 目 珠 和 蛋 日 的 氨基 端 区 域 的 肽 链 的 放射 性 最 低 ， 而 羧基 问 区 域 的 标记 最 强 〈 图 
2-19b)'. 

所 以 我 们 得 出 如 下 绪论 : FAIA MOT Tel ee A AE Mia BFR Eig» PRAT, EE 
Ae at EP. THY APE Ae HM Bt AE FA BE AY PEAR Ἀπ FY 。 


基因 组 学 时 代 » 43 。 


起 始 和 终止 信号 也 由 DNA 编码 


开始 人 们 推测 mRNA 的 翻译 是 从 一 端 开始 ， 读 完整 个 mRNA 信息 之 后 结束 。 但 
实际 上 翻译 的 起 始 和 终止 都 在 mRNA 的 内 部 位 置 上 ， 所 以 翻译 的 起 始 和 终止 信号 肯 
定 他 在 于 DNA (及 其 mRNA 产物 ) 上。 首先 被 阐明 的 是 终止 信号 ，3 个 密码 子 
(UAA, UAG 和 UGA) ， 即 已 知 的 无 义 密码 子 (nonsense codon), 不 编码 任何 一 个 氮 
基 酸 ， 而 是 作为 翻译 的 终止 信号 (有 时 称 为 终止 密码 子 ) 。 翻 译 的 起 始 信 和 号 的 编码 方 
式 较 复 杀 ， 所 有 多 肽 链 均 以 甲 硫 氮 酸 开始 ， 但 是 三 联 体 密码 子 AUG 既 编 码 起 始 的 甲 
硫 须 酸 ， 也 编码 内 部 的 甲 硫 氨 酸 。 原 核 生 物 中 ， 在 编码 多 肽 起 始 的 AUG 密码 子 前 面 
Ἡ ΕΒ ΠΕΠ ΧΗ Μὲ ΗΠ Ri, FEA mRNA 结合 到 核糖 体 上 (第 14 意 )。 在 真 核 
生物 中 ，AUG 与 mRNA 起 始点 的 相对 位 置 起 关键 作用 ， 而 第 一 个 AUG 总 是 被 选 为 
翻译 的 起 初 位 置 。 


基因 组 学 时 代 


随 着 中 心 法 则 的 阐明 ， 到 20 世纪 60 年 代 中 期 ， 对 于 蕴含 在 核 苷 酸 序列 内 的 遗传 蓝 
图 决定 表 型 这 一 问题 有 了 清晰 的 认识 ， 这 意味 着 从 DNA 序列 中 可 能 揭示 出 对 生物 及 其 
进化 本 质 的 深刻 认识 。 近 年 来 由 于 快速 、 自 动 化 DNA 测序 方法 的 出 现 ， 几 百 种 有 机 体 
的 全 基因 组 序列 测定 工作 已 经 完成 ， 甚 至 单个 拷贝 就 达 30 亿 碱 基 对 的 人 类 基因 组 序列 ， 
及 其 包含 的 不 少 于 20 000 个 的 基因 也 已 经 阐明 。 

多 种 生物 的 基因 组 测序 使 基因 组 序列 的 比较 分 析 的 用 途 越 来 越 重要 。 通 过 比较 不 同 
生物 相似 基因 编码 的 氨基 酸 预 测序 列 ， 人 们 可 以 鉴别 出 重要 的 蛋白 质 区 段 。 例 如 ， 在 许 
多 不 同 的 生物 中 ， 负 责 核 苷 酸 结合 或 直接 催化 核 车 酸 添加 的 DNA 聚合 酶 的 得 基 酸 序 列 
和 尽 非 常 保守 的 。 所 以 ， 鉴 别 在 细菌 中 保守 的 、 对 DNA 聚合 酶 功能 至 关 重 要 的 氨基 酸 序 
列 只 能 通过 对 细菌 的 基因 组 序列 的 比较 获得 ， 而 在 真 核 细 胞 中 不 一 定 保守 。 

比较 不 同 的 基因 组 也 能 了 解 非 编 码 蛋 白质 的 DNA 序列 。 对 控制 基因 表达 、DNA 
复制 、 染 色 体 分 离 和 重组 的 序列 的 鉴别 来 说 ， 进 行 基因 组 序列 的 比较 都 会 有 很 大 的 帮 
助 。 因 为 这 些 调控 序列 更 倾向 于 以 较 快 的 速度 发 生变 化 ， 这 样 的 比较 往往 是 在 亲缘 关系 
较 近 的 物种 中 〈 如 不 同 的 细菌 之 间或 人 与 其 他 灵 长 类 之 间 ) 

因为 对 杀 绿 关系 较 近 的 物种 进行 比较 具有 重要 的 价值 ， 所 以 促进 了 与 研究 得 较 多 的 
个 式 生 物 〈 如 果 蝇 、 酵 母 和 多 种 灵 长 类 动物 )。 亲 缘 关 系 较 近 的 生物 的 基因 组 测序 工作 
的 开展 ， 对 同一 生物 不 同 个 体 的 基因 组 进行 比较 ， 对 鉴别 疾病 相关 的 突变 具有 潜在 的 价 
值 。 如 ， 为 了 鉴别 疾病 相关 基因 ， 最 近 建 立 了 可 以 快速 地 对 许多 不 同 个 体 基 因 组 片段 进 
行 比 较 的 方法 。 最 后 ， 我 们 可 以 预想 有 一 天 ， 通 过 比较 基因 组 序列 分 析 揭 示人 类 复杂 行 
为 的 起 源 ， 如 语言 的 获得 ， 还 有 动物 身躯 进化 的 多 样 性 的 机 制 等 。 

以 后 的 草 节 将 为 理解 DNA 如 何 作为 模板 、 决 定 生物 学 复杂 性 打下 坚实 的 基础 。 
第 1 篇 的 剩余 章节 用 来 回顾 与 本 书 主题 相关 的 基本 的 化 学 和 生物 学 内 容 ; 第 2 篇 基 
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因 组 的 维持 ， 人 叙述 遗 传 物 质 的 结构 及 其 忠实 的 复制 ; 第 3 篇 基因 组 的 表达 ， 描 述 
DNA 中 的 遗传 指令 是 如 何 转变 为 和 蛋白质 的 ; 第 4 篇 调控 ， 讲 述 产生 机 体 复 杂 . 
(如 胚胎 发 生 学 ) 和 物种 多 样 性 〈 如 进化 ) 的 不 同 基因 表达 策略 ; 最 后 ， 第 5 篇 方 
法 和 学， 介绍 各 种 实验 室 技 术 ， 生 物 信息 学 方法 和 普遍 用 于 生物 学 问题 研究 的 模式 
系统 。 


NZ 


DNA 是 遗传 物质 的 发 现 可 以 追溯 到 Griffith 的 实验 ， 他 发 现 细菌 的 无 毒 菌 株 能 被 
一 种 加 热 致死 的 有 毒 菌株 中 的 物质 遗传 转化 。 随 后 Avery, McCarty 和 MacLeod 证 实 
此 转化 物质 是 DNA. Hershey 和 Chase 用 放射 物质 标记 的 叭 菌 体 进行 实验 ， 进 一 步 证 
S DNA 是 遗传 物质 。 在 Chargaff 定律 及 Franklin 和 Wilkins 的 X 射线 衍射 研究 的 基 
础 上 ，Watson 和 Crick 提出 了 DNA 的 双 螺 旋 结 构 。 在 这 个 模型 中 ， 两 条 多 肽 链 相 互 
缠 纪 形 成 规则 的 双 螺 旋 ， 双 螺旋 的 两 条 链 通过 碱 基 对 之 间 的 氧 键 而 联系 。 腺 味 吟 总 
是 与 胸腺 喀 嘎 配对 ， 乌 味 叭 与 胞 喀 啶 配对。 碱 基 对 的 存在 说 明 两 条 链 的 序列 不 同 但 
互补 。 这 种 互补 的 双 链 结构 意味 着 一 种 复制 机 制 ， 一 条 链 可 以 作为 模板 合成 其 互补 
链 。 支 持 这 一 假说 的 证 据 ， 一 是 Meselson 和 Stahl 观察 到 的 每 一 次 DNA 复制 过 程 中 
双 螺 旋 的 两 条 链 的 相互 分 离 ， 二 是 Kornberg 发 现 了 使 用 单 链 DNA 作为 模板 合成 其 互 
补 链 的 酶 。 

就 像 我 们 看 到 的 ， 按 照 中 心 法 则 ， 遗 传 信息 从 DNA 流 到 RNA 再 到 和 蛋白质， 这 
一 传递 过 程 分 两 步 完 成 。 首 先 DNA 转录 为 RNA 中 间 物 (mRNA) ， 然 后 再 翻译 成 蛋 
日 质 ，mRNA 的 翻译 需要 有 叫做 tRNA 的 ΕΝΑ 适 配 子 。 遗 传 密码 的 关键 特征 是 每 一 
个 三 联 体 密码 被 tRNA 识别 ，tRNA 可 以 携带 相应 的 氨基 酸 。 在 64 个 (4X4X4) 可 
能 的 密码 子 中 ，61 个 用 于 编码 构成 各 种 蛋白 质 的 20 种 氨基 酸 ， 另 外 3 个 用 于 提供 终 
止 信 号 。 对 遗传 密码 的 认识 使 我 们 从 DNA 序列 能 预测 蛋白 质 序列 。 快 速 DNA 测序 
方法 的 出 现 使 我 们 进入 了 新 的 基因 组 时 代 ， 很 多 生物 有 机 体 包 括 人 类 的 全 基因 组 序 
列 正在 完成 基因 组 序列 的 比较 为 鉴别 基因 组 中 的 重要 区 段 提供 了 一 个 有 效 的 方法 ， 
不 仅 是 编码 重要 的 蛋白 质 元 件 ， 还 有 那些 控制 基因 表达 和 基因 组 复制 的 调控 区 域 。 
测序 正在 进行 。 
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Ακ x. 弱化 学 作用 的 


本 章 概要 本 书 重 点 描述 的 ， 也 是 大 多 数 分 子 生 
. 物 学 家 所 关注 的 ， 是 蛋白 质 和 核酸 。 它 们 
ree DIAAN. ΗΡΙ 
ΤΡ 是 由 于 共 价 键 的 参与 而 组 成 了 多 肽 〈 蛋 白 
质 ) MERRER (核糖 核酸 )。 共 价 键 

自由 能 的 概念 κ 4 


是 一 种 强 的 、 稳 定 的 化 学 键 ， 在 生物 体系 
中 一 般 不 会 自发 断裂 。 但 是 ， 弱 一 些 的 化 
生物 体系 中 的 弱化 学 键 学 键 也 同样 存在 ， 实 际 上 ， 它 们 对 生物 体 
是 至 关 重要 的 ， 这 部 分 是 由 于 它们 能 够 在 细胞 内 生理 环境 下 形成 或 断裂 。 弱 化 学 键 介 导 
了 酶 与 其 底 物 的 相互 作用 ， 更 重要 的 一 点 是 ， 弱 化 学 键 介 导 了 大 分 子 之 间 的 相互 作用 
(将 在 后 面 几 章 中 讨论 ) 。 例 如 ， 蛋 白质 与 DNA 或 RNA， 一 种 蛋白 质 与 另 一 种 蛋白 质 
之 间 的 相互 作用 。 然 而 ， 同 等 重要 的 是 ， 弱 化 学 键 同样 介 导 了 同一 大 分 子 不 同 部 位 之 间 
的 相互 作用 ， 并 由 此 决定 了 这 些 分 子 的 形状 及 其 生物 学 功能 。 因 此 ， 尽 管 蛋白 质 是 由 许 
多 共 价 连接 的 氨基 酸 组 成 的 线性 单 链 ， 但 是 它 的 形状 和 功能 是 由 它 形成 的 稳定 的 三 维 结 
构 所 决定 的 。 即 使 是 在 蛋白 质 一 级 顺序 中 不 相 邻 的 两 个 氨基 酸 之 间 也 存在 弱 相 互 作 用 ， 
这 些 各 自 独立 的 弱 相 互 作用 的 总 和 最 终 决 定 了 蛋白 质 的 形状 。 同 样 地 ， 正 是 这 些 弱 的 非 
共 价 键 使 DNA 的 两 条 链 聚 合 在 一 起 形成 双 螺旋 结构 。 
本 章 将 要 讨论 化 学 键 的 本 质 ， 重 点 是 讨论 对 所 有 生物 大 分 子 的 正确 功能 起 着 至 关 重 
要 作用 的 弱化 学 键 的 本 质 。 我 们 将 着 重 介 绍 弱 化 学 键 何以 拥有 其 特性 。 这 一 类 化 学 键 包 
HOMME. BE, ABELL Bee. 


化 学 键 的 特征 


化 学 键 (chemical bond) 是 一 种 将 原子 联系 在 一 起 的 吸引 力 。 有 限 数量 原子 的 集 
合体 称 为 分 子 。 起 初 ， 人 们 认为 在 分 子 中 只 有 共 价 键 将 原子 联系 在 一 起 ; 现在 ， 我 们 已 
经 知道 弱 吸 引力 在 许多 大 分 子 的 联系 中 起 到 重要 作用 。 例 如 ， 一 些 弱 化 学 键 的 联合 作用 
将 血红 素 的 4 条 多 肽 链 联系 起 来 。 这 就 是 为 什么 习惯 上 弱 相 互 作 用 也 被 称 为 化 学 键 ， 即 
使 弱 相 互 作用 相当 弱 ， 以 至 于 当 其 单独 存在 时 不 能 有 效 连 接 两 个 原子 。 化 学 键 有 几 个 共 
同 特征 ， 一 个 显而易见 的 特征 就 是 强度 。 在 生理 温度 下 ， 强 化 学 键 几乎 从 不 断裂 ， 这 就 


化 学 键 的 特征 «47. 


是 为 什么 共 价 键 连接 的 原子 总 是 属于 同一 个 分 子 ; 弱化 学 键 则 比较 容易 断裂 ， 单 个 只 外 
短暂 和 存在。 只 有 当众 多 强化 学 键 组 成 有 序 的 集合 时 ， 它 们 才能 存在 较 长 时 间 。 化 学 键 的 
吗 度 与 它 的 键 长 有 关 ， 所 以 由 强化 学 键 连接 的 两 个 原子 之 间 的 距离 通常 比 由 弱化 学 键 连 
接 的 两 个 原子 之 间 的 距离 短 。 例 如， 构成 氨 分 子 (H: H) 的 两 个 共 价 连接 氧 原 子 相 距 
0. 74A， 而 由 范 德 华 力 连接 的 两 个 同样 的 氧 原 子 则 相距 1. 2A。 

另 一 个 重要 的 特征 是 原子 能 形成 的 最 大 键 数 。 一 个 原子 能 够 形成 的 共 价 键 的 数目 称 为 
原子 价 (valence)。 例 如 ， 氧 的 原子 价 为 2， 即 它 不 能 形成 两 个 以 上 的 共 价 键 。 而 对 于 范 
德 华 力 ， 由 于 其 限制 因素 纯粹 是 空间 效应 ， 因 此 有 更 大 可 变性 ， 可 能 成 键 的 数目 仅 由 同时 
能 够 接触 到 的 相 邻 原子 的 数目 决定 。 氧 键 的 形成 有 更 严格 的 限制 ， 一 个 共 价 连 接 的 氨 原 子 
通常 只 能 参与 一 个 氢 键 的 形成 ， 而 氧 原 子 在 少数 情况 下 可 以 形成 两 个 以 上 的 氧 键 。 

由 同一 个 原子 起 始 的 两 个 化 学 键 之 间 的 角度 称 为 键 角 (Ῥοπὰ angle) 。 两 个 特定 共 
价 键 之 间 的 键 角 总 是 一 致 的 。 例如 ， 一 个 碳 原子 拥有 4 个 共 价 键 ， 它 们 构成 正四 面体 
〈 键 角 王 109 ); 相反 ， 弱 化 学 键 的 键 角 具有 更 大 的 可 变性 。 

化 学 键 的 允许 旋转 自由 度 (freedom of rotation) 也 是 各 不 相同 。 单 个 共 价 键 允 许 连 接 
的 原子 日 由 旋转 (图 3-1)， 而 二 键 和 三 键 就 有 着 严格 
限制 。 具 有 部 分 双 键 特性 的 共 价 键 ， 如 肽 键 ， 也 有 着 
严格 限制 。 因 此 ， 肽 键 连 接 起 来 的 关 基 〈C 一 O) 和 亚 
须 基 (CN 一 〇 基 团 必须 处 在 同一 平面 (图 3-2) 。 另 一 方 
面 ， 更 弦 的 离子 键 对 连接 的 原子 的 相对 方向 没有 限制 。 


3-1 葡萄 糖 中 C-C 键 的 旋转 。 这 个 碳 碳 键 是 一 个 单 键 ， 所 以 


a、b、c 所 列 3 种 结构 都 可 能 存在 。 
图 3-2” 肽 键 的 平面 结构 。 上 图 是 某 延 伸 多 


化 学 键 的 量子 机 制 解释 肽 链 的 片段 。 由 于 肽 键 的 双 键 特性 〈 中 间 
部 分 )， 旋 转 是 不 允许 的 ， 所 有 灰色 区 域 的 

构成 化 学 键 的 力 ， 不 论 强 弱 ， 其 本 质 对 化 学 家 来 原子 必须 处 于 同一 平面 。 然而， 围绕 其 余 

, 说 始终 是 个 谜 ， 直 到 20 世纪 20 年 代 ， 原 子 的 量子 理 两 个 共 价 键 的 旋转 是 可 能 的 ， 这 导致 了 多 
论 (量子 机 制 ) 建立 ， 关 于 化 学 键 形 成 的 众多 的 经 验 POTMA. ΟΕΕ. Pauling L 1960 
主义 法 则 才 第 一 次 有 了 坚实 的 理论 基础 。 人 们 认识 到 OO deia pond ad th 
所 有 的 化 学 键 ， ΛΕΒ 33, HEFE. 量子 机 制 duction to modern Pene 3rd 
将 共 价 键 解释 为 共用 电子 ， 也 为 弱化 学 键 的 形成 提供 edition, p.495. Copyright© 1960 Cornell 
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化 学 键 的 形成 涉及 能 量 形式 的 变化 


两 个 原子 之 间 化 学 键 的 自发 形成 过 程 总 是 包括 未 成 键 原子 部 分 内 能 的 释放 和 向 另 
一 能 态 的 转变 。 键 越 强 ， 成 键 过 程 中 释放 的 能 量 越 多 。 原 子 A 和 B 的 成 键 过 程 可 描 
A 十 B->AB 十 能 量 [方程 3-1 
在 这 里 AB 代表 成 键 集 合体 ，A 与 B 的 反应 速率 直接 与 两 者 的 碰撞 概率 成 正比 。 卡 
(cal) 经 常用 来 作为 衡量 能 量 的 单位 ，lcal 是 lg 水 的 温度 从 14. 5Ὁ 提高 到 15. 5C 所 需 
的 能 量 。 由 于 lmol 化 学 键 的 打 断 通常 会 释放 上 千 卡 的 能 量 ， 因 此 化 学 反应 中 大 部 分 的 
能 量变 化 用 千 卡 每 摩尔 表示 。 
然而 ， 由 化 学 键 连接 的 原子 不 会 永久 结合 在 一 起 ， 因 为 存在 着 打 断 化 学 键 的 力 。 到 
目前 为 止 ， 其 中 最 重要 的 一 种 来 自 热能 。 高 速 运动 的 分 子 或 原子 之 间 的 碰撞 能 够 打 断 化 
学 键 ， 在 碰撞 过 程 中 ， 一 个 运动 分 子 碰 到 两 个 连接 着 的 原子 ， 失 去 部 分 动能 ， 同 时 会 将 
它们 分 开 。 分 子 运动 越 快 (温度 越 高 )， 在 碰撞 过 程 中 打 断 化 学 键 的 可 能 性 越 大 。 因 此 ， 
提高 分 子 所 处 的 温度 ， 其 化 学 键 的 稳定 性 就 下 降 。 化 学 键 的 打 断 一 般 表 示 如 下 : 
AB 十 能 量 ->A 十 B [方程 3-2] 
打 断 化 学 键 所 需 的 能 量 与 形成 化 学 键 时 释放 的 能 量 正好 相等 。 这 种 等 量 遵循 热力 学 第 一 
定律 ， 即 能 量 (除非 与 质量 相互 转换 ) 既 不 能 创 生 也 不 能 消灭 。 | 


化 学 键 形 成 与 断裂 的 平衡 


每 一 个 化 学 键 都 是 形成 与 断裂 综合 反应 的 结果 。 当 两 者 在 一 个 密闭 体系 中 达到 平衡 

时 ， 单 位 时 间 产 生 的 化 学 键 的 数量 将 等 于 断裂 的 化 学 键 数量 。 所 以 成 键 原子 的 比率 可 以 
用 下 面 的 方程 描述 : 

Κωπτοοπς/ (conc* X conc?) [方程 3-3 | 

在 这 里 Kw 表示 平衡 常数 (equilibrium constant), conc’, con® 和 concAB 分 别 表 示 A. Β 和 

AB 的 含量 百分比 ， 以 mol/L 为 单位 。 不 管 我 们 以 A 和 也 起 始 ， 还 是 以 分 子 AB 或 分 子 

AB 和 A、B 的 混合 物 起 始 ， 达 到 平衡 时 ，A、B 和 ΑΒ 的 比率 都 会 达到 由 OK. 给 出 的 浓度 。 


目 由 能 的 概念 


企 成 键 原子 的 比率 趋向 平衡 浓度 的 过 程 中 ， 能 量 的 形式 在 不 断 变化 。 从 生物 学 的 角 
度 来 说 ， 表 示 这 种 能 量变 化 的 最 有 效 方法 就 是 通过 物理 化 学 家 的 自由 能 (free energy) 
的 概念 来 描述 。 这 一 概念 用 G 表示 ， 用 以 纪念 19 世纪 伟大 的 物理 学 家 吉 布 斯 (Josiah 
Gibbs)。 本 书 不 会 给 出 严格 的 自由 能 的 定义 ， 也 不 会 给 出 自由 能 与 其 他 能 量 形式 的 区 别 
之 处 。 因 此 ， 读 者 必须 阅读 有 关 热 力学 第 二 定律 的 化 学 类 参考 书 。 在 此 我 们 只 能 说 ， 自 
由 能 是 一 种 能 够 做 功 的 能 量 。 

热力 学 第 二 定律 告诉 我 们 ， 在 自发 的 反应 中 自由 能 总 是 下 降 的 (AG 是 负 值 ) 。 然 


生物 体系 中 的 弱化 学 键 。49 。 


而 ， 当 反应 达到 平衡 时 ， 自 由 能 将 不 再 变化 (AG 二 0)。 密 闭 体 系 的 平衡 态 是 自由 能 最 
低 的 状态 。 

在 反应 趋 近 平衡 态 的 过 程 中 失去 的 自由 能 ， 或 者 转化 为 热 ， 或 者 使 入 值 增加 。 在 
ie, ΜΠΛΕ ΕΝ. ΕΒΕ ΕΙ AL EOE. SRLS. RK. ἈΠ 
的 存在 意味 着 许多 自发 的 化 学 反应 (伴随 有 自由 能 的 净 下 降 ) 并 不 需要 提供 激发 热能 。 
例如 ， 当 氧化 钠 (NaCl) 溶 于 水 时 ， 体 系 吸 热 而 不 是 放 热 。 虽 然 如 此 ， 自 由 能 仍然 净 
下 降 ， 因 为 钠 离 子 和 握 离 子 从 固体 溶 人 水 的 过 程 增 加 了 体系 的 混乱 度 ， 


Καπ AG 成 指数 关系 


明显 地 ， 化 学 键 越 强 ， 相 应 地 伴随 其 所 释放 的 自由 能 AG)〉 越 多 ， 以 成 键 状态 存 
在 的 原子 的 比率 越 大 。 这 一 常识 以 物理 化 学 方程 定量 表示 如 下 : 
AG=—RTln Ke, R Kame "~ [方程 3-4) 
在 这 里 RR 是 气体 常数 ,TT 是 绝对 温度 ，ln EW e HR RHO (WK. WE), Ke 
if A, e=2. 718, 
᾿ξ ΚΒ (1. 987cal/deg + mol) ΤΙ T 〈 当 温度 为 25C 时 等 于 298) 代入 公式 中 告诉 
我 们 ， 如 果 所 有 的 反应 物 以 摩尔 浓度 表示 ， 低 至 2kcal/mol 的 AG 能 够 使 一 个 成 键 反应 
进行 完全 (3ξ 3-1)。 


表 3-1 2SC 时 平衡 常数 与 AG 的 数字 关系 


平衡 常数 (Κα) 目 由 能 AG (kcal/mol) 

ο. 001 4. 089 
0.01 " Be eb 
0. 1 1. 363 

1ο 0 
10. 0 = 363 
100. 0 < 
1000. 0 一 4. 089 

共 价 键 是 很 强 的 


伴随 自由 原子 ， 如 氧 或 氧 ， 共 价 键 形成 的 AG 以 符号 表示 是 极 大 的 负 值 ， 通 常 有 
50 一 一 110kcal/ mol。 方 程 3-4 告诉 我 们 ， 成 键 反 应 的 Ks。 会 相当 大 ， 所 以 保持 未 成 键 
状态 的 氧 原子 或 氧 原子 的 比率 将 会 极 低 。 如 果 我 们 有 lmolL 的 反应 原子 ， 且 AG 为 
一 100kcal/mol， 当 反应 达到 平衡 时 每 10” 个 原子 中 仅 会 有 一 个 保持 未 成 键 状态 。 


生物 体系 中 的 弱化 学 键 


范 德 华 力 、 朴 水 键 、 氢 键 和 离子 键 是 生物 体系 中 几 种 重要 的 弱化 学 键 。 我 们 将 要 看 
到 ， 有 时 氢 键 和 离子 键 之 间 的 区 别 并 不 那么 严格 。 
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弱化 学 键 具 有 1~7kcal/mol 的 能 量 


WET SMS. EMBER (1 一 2kcal/mol) 仅仅 比 热 运 动 的 动能 稍 大 。 
AAMA TEEST 3 一 7kcal/mol。 

在 溶液 体系 中 ， 几 乎 所 有 分 子 都 与 其 邻近 原子 建立 一 些 弱 化 学 键 。 任 何 分 子 都 有 形 
成 范 德 华 力 的 能 力 ， 而 氢 键 或 离子 键 只 能 在 带 有 净 电 荷 〈 离 子 ) 或 电荷 分 布 不 平均 的 分 
于 之 加 形成 。 有 某 些 分 子 拥 有 形成 多 种 弱化 学 键 的 能 力 。 然 而 考虑 到 能 量 因素 ， 我 们 知道 
分 于 总 是 更 倾 问 于 形成 较 强 的 化 学 键 。 


生理 温度 下 弱化 学 键 不 断 形成 和 断裂 
最 强 的 弱化 学 键 的 能 量 仅 是 25'C 时 GA) 运动 的 平均 动能 (0. 6kcal/mol) 的 10 {5 


左右 。 由 于 热 运动 的 动能 具有 明显 的 扩散 性 ， 在 生理 温度 下 具有 许多 这 样 的 分 子 ， 它 们 
拥有 足够 的 动能 来 打 断 最 强 的 弱化 学 键 。 


极 性 与 非 极 性 分 子 的 区 别 


所 有 形式 的 弱 相 互 作 用 都 是 基于 电荷 间 的 吸引 力 。 电 荷 间 的 分 离 可 能 是 永久 的 ， 也 
可 能 是 暂时 的 ， 这 取决 于 对 象 原 子 。 例 如 ， 氧 分 子 (O : 0) 的 两 个 氧 原子 间 具 有 对 称 
的 电 谷 分 布 ， 所 以 两 个 原子 都 不 带电 和 荷 ， 相 反 ， 水 
分 子 (H : O: H) 的 成 键 电 子 不 是 被 平衡 共享 
因此 具有 不 对 称 的 电荷 分 布 〈 图 3-3)。 这 些 成 键 
电子 与 氧 原子 更 牢固 的 结合 ， 导 致 氧 原 子 携带 一 定 
的 负电 向， 而 两 个 氧 原子 携带 相等 的 正 电 荷 ， 正 电 
何 的 中 心 在 负电 和 荷 中 心 的 另 一 侧 。 分 离 的 正 负电 荷 
的 合力 被 称 为 电荷 偶 极 和 矩 (dipole moment) 。 电 子 
的 不 平均 共用 反映 了 成 键 原子 对 电子 的 不 同 吸 引 
Jo AA aR ΓΒ [η] {1 BO TAH HE Celec- 
tronegative) 原子 ; BARAR Fie] WRF RA 
; 正 电 性 〈electropositive) JAT. 

ο ο” 具有 偶 极 矩 的 分 子 〈 如 HO) 被 称 为 极 性 分 
fF (polar molecule); 没有 有 效 偶 极 符 的 分 子 称 为 非 极 性 分 子 (nonpolar molecule) 。 例 
如 ， ο ο πο παμπ 所 以 任 
{nl — Fi AB AS ir ΒΗ E E fay o 

— AS 2} ΓΤ FE ta ΗΒ BL) BE Et oe Oe, AR ESD FT HY 
啊 尤 其 明显 。 这 种 影响 能 够 使 非 极 性 分 子 具有 轻微 的 极 性 特性 。 如 果 后 者 没有 极 性 ， 它 
的 存在 通过 电 葆 分 布 波 动 仍 然 能 够 改变 非 极 性 分 子 。 但 是 ， 这 种 削弱 的 影响 所 产生 的 电 
何 分 离 要 远 远 弱 于 极 性 分 子 ， 导 致 极 低 的 反应 能 量 和 弱化 学 键 的 自发 生成 。 


范 德 华 力 
72484277 (van der Waals bonding) 来 源 于 两 个 相距 足够 近 的 原子 之 间 的 非特 异 吸引 
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力 。 它 产生 的 基础 不 是 永久 的 电荷 分 离 的 存在 ， 而 是 分 子 的 靠近 所 引起 的 电荷 轻微 波动 。 
范 德 华 力作 用 于 所 有 类 型 的 分 子 ， 不 论 是 极 性 分 子 还 是 非 极 性 分 子 。 由 于 键 能 与 键 长 的 6 
次 方 成 反比 ， 因 此 ， 范 德 华 力 受 相 互 作用 的 分 子 之 间 的 距离 的 影响 极 大 (图 3-4). 


极 强 范 德 华 力 


由 于 外 层 电 子 云 的 
相互 渗透 范 德 华 吸 引力 
与 排斥 力 达 到 平衡 


图 3-4 范 德 华 力 随 距 离 变化 的 改变 。 本 图 中 所 示 原 子 为 稀有 惰性 ”图 3-5 几 种 保持 范 德 华 半 径 的 分 子 ， 原 
RATAM T. (CKW: Adapted from Pauling L. 1953, General “ 子 分 别 以 紫色 、 蓝 色 和 楼 色 表示 。 
chemistry, 2nd. edition, p. 322. Copyright 1953 by W. H. Free- 


man. Used with permission. ) 


当 原 子 间 距离 更 短 时 ， 更 强 的 范 德 华 排斥 力 同样 存在 ， 这 种 排斥 源 于 所 涉及 原子 的 
外 电子 层 的 重合 。 对 每 种 原子 ， 范 德 华 吸引 力 和 排斥 力 会 在 某 一 特定 距离 达到 平衡 ， 这 
个 距离 即 所 谓 的 范 德 华 半径 (van der Waals radius) (图 3-5 MÆ 3-2). 随 着 原子 大 小 
的 增加 ， 相 距 距 离 为 范 德 华 半 径 的 两 个 原子 间 的 范 德 华 力 的 能 量 增 大 。 对 普通 原子 ， 其 
能 量 大 约 为 lkcal/mol， 仅 比 室 温 下 的 分 子平 均 热能 (0. 6kcal/mol) EK. 


表 3-2 生物 分 子 中 原子 的 范 德 华 半 径 


原子 范 德 华 半 径 (ἂ) 
H 
N 1.5 
O 1.4 
P 1.9 
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续 表 
原子 范 德 华 半 径 (A) 
S 1. 85 
CH; ÆW 2. 0 
方 得 族 分 子 的 半 厚 度 1.7 


这 意味 着 在 生理 温度 下 ， 只 有 在 某 个 分 子 
与 男 一 分 子 的 几 个 原子 之 间 成 键 时 ， 范 德 华 力 
才 是 有 效 的 成 键 力 。 只 有 这 时 ， 反 应 的 能 量 才 
DG 大 于 由 于 随机 热 运 动 带 来 的 分 离 趋势 。 为 了 使 
ὃν 数 个 原子 能 够 有 效 地 相互 作用 分 子 必须 精确 
ο 


不 能 太 大 于 它们 的 范 德 华 半径 (K 3-6). PER 
只 要 稍 有 扩大 ， 键 的 强度 就 会 迅速 趋向 于 零 。 


所 以 当 一 个 分 子 形成 的 穴 正 好 配合 另 一 个 分 子 
图 3-6 甘氨酸 结晶 的 分 子 排列 。 分 子 的 空间 结构 | 的 突出 部 分 ， 两 者 之 间 就 能 形成 最 强 的 范 德 华 
是 由 其 组 成 原子 的 范 德 华 半径 决定 的 NHO | 力 ， 抗 原 和 它 的 特定 抗体 就 是 一 个 最 好 的 例子 
例外 ， 氢 键 的 存在 使 它 缩 得了。 OKW: Adapted (图 3-7) 。 在 这 种 情况 下 ， 键 能 有 时 能 够 达到 | 
from Pauling L. 1960. The nature of the chemical 20~ 30kcal/mol, 因此 ， 抗原 -抗体 复合 物 极 
ο ο ο ο T AERAR 


tion, p. 262. Copyright© 1960 Cornell University. 式 ， 因为 这 些 分 子 通 过 形成 其 他 形式 的 化 学 键 
Used by permission of the publiser. ) 能 够 处 在 更 低 的 能 态 (失去 更 多 Η 由 能 ) o 


图 3-7 抗原 -抗体 反应 。 所 示 结 构 
为 Fab D 1. 3 和 溶菌 酵素 所 形成 的 
复合 物 。 (Fischmann T. O. , Bent- 
ley G. A. ，Bhat T. N. , Boulot G. ， 
Mariuzza R. A. , Phillips S. E:, Tel- 
lo D., and Polijak R.J. 1991. 
J. Biol. Chem. 266: 12915.) 
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Al 

氢 键 形成 于 一 个 带 部 分 正 电 的 共 价 键 供 体 氨 原 子 和 一 个 带 部 分 负电 的 共 价 键 受 体 原 
于 之 间 (图 3-8) 。 例 如 ， 氮 基 (CNH) 的 氧 原子 被 带 负 电 的 酮 基 (一 C 一 O) 的 氧 原 
于 吸引 。 有 时 ， 形 成 氢 键 的 原子 属于 某 一 带 一 个 单位 电荷 的 基 团 (如 NH? 或 CoO); 
有 时 ， 供 体 氢 原子 和 负电 性 受 体 原子 都 带 不 足 一 个 单位 电荷 。 

与 氧 原子 (O 一 H) 或 氮 原 子 (N—H) 共 价 连接 的 氢 原 子 形成 了 生物 学 上 最 重要 
的 氢 键 。 而 且 ， 氧 原子 和 和 毛 原子 也 是 常见 的 负电 性 受 体 原子 。 表 3-3 列 出 了 一 些 最 重要 
的 氢 键 。 如 果 不 考 虑 环境 中 的 水 分 子 ， 氢 键 键 能 
StF 3 一 7kcal/mol， 受 体 原 子 与 供 体 原 子 间 的 电 
何 差 越 大 键 越 强 。 和 氢 键 虽然 弱 于 共 价 键 ， 却 明显 
Rye tee. Auk, ARR MENT al {1 eB 
AFWEER, Εκανε µε of 
两 个 原子 间 的 距离 。 Po 


表 3-3 ”生物 学 中 重要 和 氢 键 的 大 约 键 长 
键 氢 键 近似 长 (A) ay 
O 一 H……O 2. 70 士 0. 10 | ο 
O 一 H……O- 2.6340.10 村 0 ο 
O —H via a ai N Les 88-+0. 13 两 个 羟基 间 的 氨 键 
N 一 H……O 3. 04 士 0. 13 
N+ 一 HH.……O 2. 93 士 0. 10 
N 一 H……N 3. 10 士 0. 13 


与 范 德 华 力 不 同 的 是 ， 氢 键 有 高 度 的 方向 
性 。 在 最 强 的 氢 键 中 ， 氧 原子 明显 的 朝向 受 体 原 


子 〈( 图 3-9)。 如 果 氨 原子 的 偏向 超过 30"， 键 能 


就 比较 低 了 。 而 卫 坪 于 氢 包 的 形成 需要 分 子 中 存 same wee 
在 互补 的 供 体 氢 原 子 和 受 体 基 团 ， 氢 键 比 范 德 华 了 
力 更 具 特 异性 。 . 

3-9 ”和 氨 键 的 方向 A 
To a 共 价 键 O 一 HH 的 带 正 电 的 氨基 
矢量 直接 指向 受 体 氧 与 带 负 电 的 


原子 ， 形 成 强化 学 键 。 υ = Hf {141.88 
b. 矢量 没有 指向 氧 原 oo = | 
子 ， 形 成 弱化 学 键 


3-8 生物 分 子 中 的 氢 键 举例 。 
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东 些 离子 键 也 是 氧 键 


许多 有 机 分 子 由 于 带 有 一 个 或 多 个 净 正 电荷 或 负电 荷 而 具有 了 离子 特性 。 例 如 ， 带 
有 负电 的 单 核 苷 酸 含 有 带 负 电 的 磷酸 基 团 ， 而 所 有 氨基 酸 RAREN 都 带 有 人 负电 性 
的 挨 基 (COO) 和 正 电 性 的 氨基 (NH; )， 各 带 一 个 单位 电荷 。 这 些 带 电 基 团 的 电 共 
通 毅 被 附近 带 相 反 电 和 荷 的 基 团 所 中 和 。 带 相反 电荷 的 基 团 间 的 静电 力 钦 方 离子 刍 ， 在 水 
溶液 中 ， 离 子 键 的 平均 键 能 一 般 为 5kcal/mol。 
”在 一 般 情 况 下 ， 无 机 阳离子 (如 Nat, K Mgt) 或 阴离子 (如 CL- 或 5Ο) 
中 和 了 离子 化 的 有 机 分 子 的 电荷 。 在 水 溶液 中 ， 中 和 电荷 的 阳离子 和 阴离子 并 不 占 
据 特 定位 置 ， 这 是 因为 无 机 离子 通常 带 有 水 化 层 ， 因 而 并 不 与 带电 基 团 直接 接触 . 
所 以 在 水 溶液 中 ， 围 绕 无 机 阳离子 或 阴离子 的 静电 力 并 不 是 决定 有 机 分 子 外 形 的 重 
要 因素 。 

万 一 方面 ， 带 相反 电荷 的 基 团 所 形成 的 氧 键 将 具有 高 度 的 方向 性 。 例 如 ，COO- 和 
NH; 经 常 形成 氧 键 。 由 于 这 种 键 要 强 于 由 带 不 到 一 个 单位 电荷 的 基 团 所 形成 的 化 学 
键 ， 它 们 的 键 长 也 会 相应 的 短 些 。 而 带 一 个 单位 电荷 的 基 团 也 可 以 和 带 不 到 一 个 单位 申 
何 的 基 团 形成 强 的 氧 键 。 例 如 ， 氮 基 (ΝΗ;) 的 氢 原 子 能 与 羧基 (COO) 的 氧 原子 形 
成 强化 学 键 。 


驹 相互 作用 需要 互补 的 分 子 表面 


只 有 当 相 互 作 用 表面 非常 邻近 时 ， 弱 化 学 键 才能 起 作用 。 而 只 有 当 分 子 表面 具有 互 
ἜΘΗ ΒΗ (complementary structure) 时 ， 也 就 是 说 一 个 分 子 表面 的 突出 部 分 (或 正 电 ) 
与 态 一 个 分 子 表面 的 止 穴 (或 负电 ) 相称 时 ， 这 种 邻近 才 有 可 能 实现 ， 即 相互 作用 分 子 
必须 具有 锁 钥 结构 关系 。 在 细胞 中 ， 这 一 要 求 通常 意味 着 一 些 分 子 不 能 和 同类 型 的 另 一 
分 子 结合 ， 因 为 这 些 分 子 不 具有 分 子 内 相互 作用 所 必需 的 对 称 性 。 例 如 ， 一 些 极 性 分 子 
拥有 供 体 氢 原子 却 缺 乏 适 合 的 受 体 原子 ， 而 另 一 些 分 子 虽 然 能 够 接受 氢 键 却 没 有 氢 原 子 
来 供给 。 此 外 ， 细 胞 中 存在 着 许多 这 样 的 分 子 ， 由 于 拥有 必要 的 对 称 性 ， 它 们 能 够 形成 
哩 分 于 内 相互 作用 ， 水 分 子 就 是 这 样 一 个 重要 的 例子 。 


水 分 子 形成 氢 键 


生理 条 件 下 ， 水 分 子 几乎 从 不 离子 化 形成 H+ 和 OH 离子 。 取 而 代 之 的 是 ， 它 们 
以 极 性 H 一 0 一旦 分 子 的 形式 存在 ， 其 中 的 氧 原子 和 氧 原子 都 形成 了 强 氨 键 。 每 个 水 分 
于 的 氧 原子 能 够 结合 其 他 分 子 的 两 个 氨 原 子 ， 而 每 个 氢 原 子 可 以 结合 一 个 邻近 氧 原子 ， 
这 些 氧 键 构 成 正四 面体 结构 (图 3-10), ， 因 而 当 水 分 子 处 于 液态 或 固态 时 ， 每 个 水 分 子 
总 有 4 个 最 近 的 邻居 ， 正 四 面体 的 每 一 个 方向 一 个 。 处 于 冰 的 形态 的 水 分 子 与 邻近 水 分 
于 的 第 合 将 会 非常 牢固 ， 邻 近 水 分 子 的 数目 也 是 固定 的 。 如 果 温 度 大 于 冰点 〈0C)， 热 
运动 的 能 量 就 能 打 断 毛 键 ， 人 允许 水 分 子 不 断 变 更 其 最 邻近 的 水 分 子 。 然 而 ， 即 使 是 液态 
水 ， 大 多 数 水 分 子 在 任 一 瞬间 内 还 是 由 4 个 强 氢 键 连接 着 。 
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图 3-10 水 分 子 所 形成 的 晶 格 。 
水 分 子 间 形 成 氢 键 所 获得 的 能 量 
促使 其 形成 正四 面体 结构 。 氧 原 
子 以 大 圆 表 示 ， 氧 原子 以 小 圆 表 
示 。 尽 管 分 子 的 温度 决定 了 排列 
的 严格 性 ， 如 图 所 示 的 结构 不 但 
在 冰 中 ， 在 水 中 也 还 是 占 优势 。 
(来 源 : Adapted from Pauling L. 
1960. The nature of the chemical 


bond and the structure of mole- 


正四 面体 构 型 δν 


cules and crystals: An introduc- 
tion to modern structure chemis- 
try, 3rd edition, p. 262. Copy- 
right© 1960 Cornell University. 
Used by permission of the pub- 
lisher. ) 
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次 要 化 学 键 的 平均 能 量 尽管 低 于 共 价 键 ， 却 毫 无 疑问 地 大 于 热能 ， 因 而 能 够 确保 大 
部 分 水 溶液 中 的 分 子 与 其 他 分 子 形成 次 要 化 学 键 。 方 程 3-4 经 修正 适合 于 液体 中 高 浓度 
分 子 的 情况 下 ， 可 以 给 出 分 子 的 成 键 比率 。 由 此 我 们 可 以 知道 ， 在 生理 温度 下 低 至 2-- 
3kcal/mol 的 反应 能 都 足以 使 大 多 数 分 子 形成 最 大 量 的 强 次 要 化 学 键 。 

溶剂 分 子 在 特定 瞬间 内 会 显著 地 影响 溶质 分 子 的 特定 结构 ， 这 不 仅仅 是 因为 分 子 都 
具有 符 定 外 形 ， 而 且 还 因为 不 同 的 分 子 能 够 形成 不 同 的 次 要 化 学 键 。 所 以 ， 一 个 分 子 将 
会 不 停 运动 ， 直 到 它 与 一 个 能 与 之 形成 最 强化 学 键 的 分 子 相 邻 。 

坚 无 疑问 ， 溶 液 是 非 静态 的 。 由 于 热 运动 的 扰乱 ， 溶 液 的 特定 结构 不 断 从 一 个 状态 
变化 到 为 一 具有 同等 内 能 的 状态 。 在 生物 体系 中 同等 重要 的 一 个 事实 是 ， 新 陈 代谢 持续 
μμ Fi ανν πο eo κε 
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倾向 于 形成 毛 键 的 有 机 分 子 是 水 溶性 的 


每 原子 基 团 的 氧 键 能 量 是 远大 于 其 范 德 华 力 的 ， 所 以 与 范 德 华 力 相 比 ， 分 子 更 容易 
形成 气 键 。 例 如 ， 如 果 我 们 试图 在 水 中 溶解 不 能 形成 氢 键 的 化 合 物 ， 如 茶 ， 水 分 子 和 茶 
分 于 会 迅速 分 开 ， 水 分 子 间 形 成 氧 键 而 葵 分 子 间 以 范 德 华 力 聚 集 。 因 此 在 水 中 溶解 非 氨 
键 有 机 分 子 是 不 可 能 

万 一 方面 ， 那 些 含 有 大 量 能 够 形成 氨 键 的 基 团 〈 如 一 0 或 OH) 的 极 性 分 子 〈 如 葡 
欧 糖 和 丙酮 酸 ) 能 够 溶解 于 水 ( 即 它们 是 亲 水 的 ， 而 不 是 下 水 的 )。 当 这 类 基 团 对 水 分 
于 国 格 的 插入 打上 断水 -水 氧 键 时 ， 立 即 导 致 了 极 性 有 机 分 子 和 水 分 子 间 氢 键 的 形成 。 然 
而 在 能 量 上 ， 这 种 变化 的 排列 一 般 不 如 水 分 子 之 间 的 排列 稳定 ， 因 此 即使 是 极 性 最 大 的 
分 子 一 般 也 有 一 定 的 溶解 度 ( 框 3-1)。 

所 以 ， 几 乎 所 有 细胞 需要 的 分 子 ， 不 管 是 通过 食物 还 是 生物 合成 获取 ， 在 水 中 都 或 
多 或 少 是 不 溶 的 。 通 过 热 运 动 ， 这 些 分 子 偶尔 与 其 他 分 子 发 生 碰撞 ， 直 到 它们 与 互补 的 
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分 子 表面 结合 ， 释 放水 分 子 以 参与 水 相反 应 ， 
Gin “HH” Re ADF 


KAS FRE AEE TY ΓΗΣ SS FE BEG EA ZK HE (hydrophobic bonding), — 
FEE AR KIRKA PA ERES ΤΙ AE EON Bt KE (图 3-11)。 从 某 种 意义 
来 说 这 种 叫 法 是 错误 的 ， 因 为 它 试图 强调 的 现象 是 化 学 键 的 不 存在 ， 而 不 是 存在 。 ( 非 
伏 性 分 子 间 易 于 形成 的 化 学 键 是 基于 范 德 华 吸 引力 。) 另 一 方面 ， 朴 水 键 这 一 叫 法 又 很 
有 用 ， 因 为 它 强 调 了 这 样 一 个 事实 ， 即 非 极 性 分 子 会 试图 排列 在 一 起 以 避免 与 水 分 子 接 
触 。 不 论 是 对 蛋白 质 分 子 之 间 和 和 蛋白 质 与 其 他 分 子 的 复合 物 的 稳定 性 ， 还 是 对 和 蛋白质 在 
细胞 膜 上 的 分 布 ， 朴 水 作用 都 非常 重要 ， 它 可 能 占据 了 蛋白 质 折 丢 时 总 自由 能 的 一 半 。， 


a b 


图 3-11 氨基 酸 非 极 性 侧 链 间 的 范 德 华 力 (疏水 性 )。 和 氧 原子 没有 单独 标 出 ， 为 了 图 示 的 清晰 ， 范 德 华 半 径 缩小 了 
20%， 实 心 图 旁 的 结构 式 表 示 原 子 的 排列 情况 。a. 茶 丙 氨 酸 - 亮 氮 酸 键 ，b. ἈΠΕ ΕΤΕ, (来 源 : Adap- 
ted from Scheraga H. A. , The proteins, 2nd edition, p. 527. Copyright© Harold Scheraga. Used with permission. ) 


例如 ， 考虑 丙 氨 酸 和 甘氨酸 在 水 溶液 中 与 一 个 拥有 与 丙 氨 酸 互 补 表面 的 分 子 成 键 时 
释放 能 量 的 差异 。 丙 氨 酸 中 有 一 个 甲 基 ， 而 甘氨酸 却 没 有 。 当天 所 酸 与 这 个 分 子 成 键 
时 ， 甲 基 周 围 的 范 德 华 力 释 放出 lkcal/mol 的 能 量 ， 而 甘氨酸 成 键 时 却 不 会 ， 从 方程 
3-4 我 们 可 以 知道 ， 单 独 的 如 此 小 的 能 量 差异 仅仅 会 在 丙 氨 酸 和 甘氨酸 的 成 键 中 造成 一 
个 等 于 6 的 因子 。 然 而 ， 如 此 计算 并 没有 将 这 样 一 个 事实 考虑 在 内 ， 即 水 对 丙 氨 酸 的 排 
斥 度 远大 于 甘氨酸 。 丙 氨 酸 中 CH: 的 存在 比 甘 氨 酸 中 的 氢 原 子 更 严重 的 扰乱 了 水 分 子 
的 后 格 。 目 前 ， 由 玻 水 性 侧 链 扰乱 水 分 子 晶 格 而 必须 引入 的 修正 因子 还 难以 预测 ， 但 很 
可 能 ， 水 倾向 于 排斥 丙 氨 酸 ， 并 将 它 推 向 第 三 分 子 ， 这 是 通过 比 水 排斥 甘氨酸 的 力 约 大 
2~3kcal/mol oi 7k EFA SERN . 

由 此 我 们 得 出 了 一 个 重要 结论 ， 即 使 最 为 相近 的 分 子 与 第 三 分 子 成 键 时 的 能 量 差别 
( 当 相 似 分 子 间 的 差别 为 一 个 非 极 性 基 团 )， 在 细胞 内 溶液 中 比 在 非 水 溶液 环境 中 也 至 少 
大 2 一 3kcal/mol。 有 时 ， 能 量 差异 可 达 3~4kcal/mol, 这 是 因为 涉及 的 分 子 通 常 含 有 
能 形成 氨 键 的 极 性 基 团 。 


AG 具有 的 2~5kcal/mol 的 优势 
我 们 已 经 知道 ， 一 个 次 要 化 学 键 的 能 量 〈2 一 5kcal/mol) 能 够 有 效 确保 一 个 分 子 与 
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为 一 分 子 的 特定 基 团 优先 成 键 。 而 且 ， 这 种 能 量 差不多 会 大 到 在 细胞 中 形成 严格 的 品格 
排列 ， 也 就 是 说 ， 细 胞 内 不 会 结晶 ， 如 采 次 要 化 学 键 的 能 量 大 上 数 倍 ， 这 种 情况 融会 肥 
生 。 更 大 的 能 量 差 意 味 春 次 要 化 学 键 极 少 断 裂 ， 这 将 会 导致 导 细 胞 生存 不 相 容 的 低 涂 质 
BR 


能 化 学 键 使 酶 与 抵 物 结合 


次 要 作用 力 是 酶 与 其 底 物 初始 结合 的 必需 基础 。 酶 并 非 任 意 地 与 所 有 分 子 结合 ， 而 
是 仅 与 其 的 物 有 显著 的 亲 和 性 。 

因为 酶 对 化 学 反应 的 两 个 方向 都 有 俊 化 作用 ， 所 以 它们 必须 对 反应 分 子 的 两 种 形式 
都 有 特异 的 亲 和 性 。 在 某 些 情况 下 ， 可 以 测量 酶 与 其 底 物 结合 的 平衡 常数 (方程 3-4)， 
从 而 计算 出 成 键 的 AG。 由 此 ， 可 以 得 到 关于 成 键 类 型 的 提示 。 一些 AG 在 5 一 10 
kcal/ mol 同 的 强 次 要 化 学 键 是 特异 性 酶 - 抵 物 反应 的 基础 。 为 一 个 值得 注意 的 是 ， 化 学 
键 的 AG 极 少 弄 第 地 大 ， 所 以 作为 随机 热 运 动 的 结果 ， 酶 - 抵 物 复合 物 能 够 快速 地 形成 
和 分 解 。 这 解释 了 为 什么 酶 能 够 快速 地 行使 其 功能 ， 有 时 甚至 快 至 10 次 /s。 如 果 酶 与 
其 底 物 ， 或 者 更 重要 的 是 与 其 产物 ， 以 更 强 的 化 学 键 结合 ， 它 们 的 反应 速度 就 会 慢 
得 多 。 


大 多 数 蛋 白质 -DNA、 蛋 白质- 蛋白 质 相 互 作用 由 弱化 学 键 介 导 


正如 我 们 在 本 书 中 将 要 看 到 的 ， 蛋 日 质 与 DNA 的 相互 作用 以 及 重 白 质 与 蛋 日 质 的 
相互 作用 构成 了 细胞 生命 活动 的 核心 ， 这 些 生命 活动 包括 如 何 识别 信号 并 做 出 反应 、 基 
因 的 表达 、DNA 的 复制 、 修 复 和 重组 等 ， 当 然 还 包括 这 一 系列 过 程 的 调控 。 同 样 地 ， 
这 些 相 互 作 用 是 通过 在 本 章 中 所 质 述 的 这 类 弱化 学 键 来 实现 的 。 尽 管 单 个 化 学 键 的 能 量 
很 低 ， 但 是 任意 两 个 相互 作用 分 子 间 的 许多 这 类 化 学 键 的 共同 作用 保证 了 反应 的 亲 和 性 
以 及 特异 性 ，。 

在 第 5 革 ， 我 们 将 要 具体 讨论 和 蛋白 质 是 如 何 构 建 的 ， 它 们 是 怎样 形成 特定 的 结构 ， 
以 及 它们 是 如 何 与 DNA 或 蛋 日 质 结合 的 。 


小 结 


细胞 中 许多 重要 的 化 学 过 程 并 不 包含 共 价 键 的 形成 和 断 袭 。 大 多 数 分 子 的 细胞 定位 
依赖 于 弱 (或 者 说 次 要 ) 的 吸引 力 或 排斥 力 ; 而 且 ， 弱 化 学 键 在 决定 许多 分 子 (尤其 是 
大 分 子 ) 外 形 上 起 着 重要 作用 。 最 重要 的 几 种 昱 化 学 键 是 氢 键 、 范 德 华 力 、 踊 水 作用 和 
离子 键 。 即 使 这 类 键 相 对 较 弱 ， 它 们 还 是 足够 强 ， 以 保证 正确 的 分 子 〈 或 原子 团 ) 相互 
作用 。 例 如 ， 酶 分 子 表面 的 外 形 唯一 适合 于 与 其 底 物 分 子 的 结合 。 

不 论 征 弱化 学 键 还 是 蝇 共 价 键 ， 所 有 化 学 键 的 形成 齐 循 热力 学 定律 。 如 采 反 应 的 续 
REMH ΗΙΒΕΒ A AG)， 化 等 键 就 能 形成 。 为 了 打 断 化 学 键 ， 必 须 给 予 相同 大 小 的 
目 由 能 。 由 于 在 原子 间 形 成 共 价 键 会 寻 致 很 大 的 负 AC， 共 价 连 接 的 原子 几乎 不 会 目 发 
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分 开 。 相 反 地 ， 伴 随 弱化 学 键 形 成 的 AG 仅仅 是 生理 温度 下 分 子平 均 热 运动 能 量 的 数 
音 。 在 活 细胞 中 单个 弱化 学 键 频繁 的 形成 和 断裂 。 

RARE CFE) 基 团 的 分 子 拥有 与 非 极 性 分 子 〈 其 中 的 电荷 平均 分 布 ) 完全 不 同 
的 相互 作用 方式 。 极 性 分 子 能 够 形成 氢 键 ， 而 非 极 性 分 子 仅 能 形成 范 德 华 力 。 最 重要 的 
仆 性 分 子 是 水 分 子 ， 每 个 水 分 子 可 与 其 他 水 分 子 形成 4 个 氢 键 。 极 性 分 子 大 多 是 水 溶性 
的 《程度 不 同 )， 而 非 极 性 分 子 不 能 溶 于 水 ， 这 是 因为 它们 不 能 与 水 分 子 形成 氢 键 。 

任何 一 个 特定 分 子 具 有 其 唯一 的 分 子 外 形 ， 这 严格 限制 了 它 能 与 之 形成 强 次 要 化 学 
键 的 分 子 的 数量 。 强 次 要 相互 作用 不 但 需要 两 个 分 子 作 用 表面 间 的 互补 关系 〈 锁 钥 关 
系 )， 还 需要 许多 原子 的 参与 。 尽 管 只 由 1 一 2 个 次 要 化 学 键 连接 的 分 子 经 常 发 生 解 离 ， 
但 是 这 些 弱化 学 键 的 综合 能 够 使 分 子 形成 稳定 的 聚集 体 。DNA 双 螺 旋 结构 从 不 自发 解 
离 的 事实 说 明 ， 在 这 样 的 聚集 体 里 ， 极 端的 稳定 是 可 能 的 。 
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局 能 键 的 重要 性 


前 一 草 从 热力 学 的 观点 讨论 了 弱化 学 
健 的 形成 。 每 当 一 个 潜在 的 弱化 学 键 被 提 
及 ， 我 们 都 要 问 一 个 问题 ， 它 的 形成 导致 
了 目 由 能 的 获取 还 是 释放 ? RAM AG 是 
负 值 时 热力 学 平衡 才 有 利于 该 反应 。 该 原 
则 同样 运用 于 共 价 键 。 酶 经 常 参与 共 价 键 
的 形成 和 断裂 ， 但 这 一 事实 并 不 能 改变 对 


酶 在 生物 反应 中 降低 反应 的 活化 能 


生物 分 子 中 的 自由 能 负 AG 的 需要 
然而 简单 举例 来 说 ， 细 胞 中 许多 重要 
生物 合成 反应 中 的 高 能 键 共 价 键 的 形成 似乎 违背 了 热力 学 定律 ， 尤 
9 其 是 那些 将 小 分 子 结合 成 高 分 子 的 化 学 
基 团 转移 反应 中 前 体 的 活化 健 。 这 类 键 形 成 的 过 程 是 自由 能 增加 的 过 


程 。 最 初 有 人 人 认为， 细胞 具有 特殊 的 违反 
朴 力 和 定律 的 活动 能 力 ， 这 就 是 “生命 的 秘密 ”所 在 。 

但 是 现在 人 们 已 经 明白 ， 这 些 生物 合成 过 程 并 不 违背 热力 学 定律 ， 而 是 基于 那些 与 
初始 假设 不 同 的 反应 。 例 如 ， 浓 缩 的 核 苷 酸 不 能 生成 核酸 ;葡萄 糖 残 基 不 能 直接 生成 糖 
原 ; 扫 基 酸 单元 不 能 生成 和 蛋白质。 相反 ， 单 个 前 体 首 先 运 用 储存 于 ΑΤΡ 中 的 能 量 转化 
为 高 能 “活化 ”前 体 ， 然 后 再 自发 地 〈 在 特定 酶 的 协助 下 ) 联合 起 来 组 成 大 分 子 。 我 们 
将 在 本 章 中 通过 举例 说 明 这 些 问 题 ， 重 点 关注 多 肽 〈 蛋 白质 ) 和 核 背 酸 (核酸 ) 化 学 键 
的 热力 学 。 但 是 ， 我 们 首先 必须 对 共 价 键 的 一 些 热力 学 特性 做 简要 说 明 。 


供 能 分 子 是 热 不 稳定 的 


不 同 分 子 所 拥有 的 目 由 能 的 大 小 变化 范围 很 大 ， 这 是 因为 共 价 键 并 不 总 是 具有 相同 
的 能 量 。 举 例 来 说 ， 氢 氧 原 子 间 的 共 价 键 比 氧 氢 原子 间 的 或 氧 氧 原子 间 的 共 价 键 明 显要 
mm» HFE O—O 或 H—H RBM OH 将 会 释放 能 量 。 因 此 ， 能 量 观点 告诉 我 们 充分 
ἵΚ 34 AY ATA AEE EG eR AK 

一 个 分 子 以 弱 共 价 键 连接 时 将 会 比 以 强 共 价 键 连接 时 具有 更 多 的 自由 能 。 初 看 起 来 
这 个 观点 好 像 很 了 矛盾， 因为 这 意味 着 键 越 强 ， 释 放 的 能 量 越 少 。 但 是 当 我 们 了 解 到 一 个 


形成 强化 学 键 的 原子 在 此 过 程 中 已 经 失去 大 量 自由 能 的 时 候 ， 就 自然 能 得 出 以 上 结论 。 
因此 ， 那 些 含有 弱 共 价 键 并 因而 热 不 稳定 的 分 子 是 最 好 的 食物 分 子 ( 供 能 分 子 )。 

例如 ， 和 葡萄 糖 就 是 一 个 理想 的 食物 分 子 ， 因 为 当 它 被 氧化 为 CO。 和 HzO 时 自由 能 
显 闭 降低 。 男 一 方面 ，CO; 的 碳 氧 原子 间 有 着 强 共 价 双 键 ， 即 痰 基 双 键 〈carbonyl 
bond) ， 不 是 劲 物 的 食物 分 于 。 在 缺乏 能 量 供 体 ATP 时 ， 即 使 有 特定 酶 的 帮助 ，CO， 
也 不 能 目 发 转化 为 更 复杂 的 有 机 分 子 。CO; 能 被 植物 作为 主要 碳 源 是 因为 光量 子 提供 
的 能 量 在 磷酸 化 的 过 程 中 导致 了 ΑΤΡ 的 生成 。 

在 生理 温度 下 如 果 没 有 催化 作用 ， 将 分 子 转化 为 其 他 含 较 低 自由 能 分 子 的 化 学 反应 
儿 乎 没有 速度 。 这 是 因为 ， 即 使 是 弱 共 价 键 相对 来 说 也 很 强 ， 在 细胞 中 极 少 为 热 运动 所 
打 汤 。 为 了 在 缺少 催化 作用 的 条 件 下 打 断 共 价 键 ， 我们 必须 提供 将 成 键 原子 分 开 的 能 
量 。 当 原子 被 分 开 后 ， 它 们 可 以 与 新 的 对 象 结合 形成 更 强 的 化 学 键 ， 在 结合 过 程 中 ， 释 
放 的 能 量 等 于 打 断 旧 化 学 键 而 消耗 的 能 量 与 新 旧 键 间 的 能 量 差 之 和 (图 4-1). 


激活 态 (活化 态 ) 


DAN 


(A—D) + (C-B) 


图 4-1 化 学 反应 的 活化 能 : (A 一 B) 十 (C 一 D) 一 (A 一 DD) 十 (C 一 B)。 这 个 反应 伴随 有 自由 能 的 下 降 ，。 


在 分 于 转化 过 程 中 必须 提供 的 打 断 旧 化 学 键 的 能 量 称 为 活化 能 (activation ener- 
gy)。 活 化 能 通常 小 于 化 学 键 的 初始 能 ， 因 为 分 子 重 排 一 般 不 会 产生 完全 自由 的 原子 ， 
取而代之 的 ， 两 个 反应 分 子 间 的 碰撞 是 必需 的 ， 随 之 形成 暂时 的 分 子 复 合 物 形式 ， 称 为 
活化 态 (activated state)。 在 活化 态 ， 两 个 分 子 的 紧密 邻近 使 各 自 的 化 学 键 更 加 不 稳 
定 ， 所 以 打 断 此 时 的 化 学 键 就 比 打 断 自由 分 子 的 化 学 键 所 需 的 能 量 少 。 

细胞 内 大 多 数 共 价 键 的 化 学 反应 表示 如 下 : 


(A 一 B) 十 (CC 一 D) ~ (A—D) + (C—B) | 方程 4-1 | 
这 一 反应 的 质量 方程 (mass action expression) Ἢ. 
Kw = Cconc*” X conc *®)/(conc* = X conc P) | 方程 4-2] 


这 里 的 conc™”, conc "等 指 的 是 以 mol/L 表示 的 反应 物 的 浓度 。 同 样 地 ， 在 这 里 方 
Re 4-3 将 Ka AG 联系 起 来 CK 4-1) 。 

AG=—RTlnK, 或 K, =e“ [FE 4-3] 

由 于 反应 的 能 量 通常 为 20 一 30kcal/mol， 生 理 温 度 下 活化 态 几 乎 不 存在 。 高 的 活 

化 能 是 阻止 细胞 内 共 价 键 自 发 重 排 的 壁垒 。 这 一 壁 艰 的 重要 性 非 同 寻常 。 没 有 它们 ， 生 
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命 将 不 可 能 出 现 。 因 为 所 有 的 原子 都 将 处 于 最 低能 量 状 态 ， 这 将 导致 无 法 为 后 续 反 应 储 
仓 所 需 的 能 量 。 但 是 如 果 没 有 选择 性 地 降低 某 些 反应 的 活化 能 的 方法 ， 生 命 同 样 不 可 能 
出 现 。 如 采 想 让 细胞 在 遭受 诸如 电离 或 紫外 辐射 等 外 力 造 成 的 损害 后 仍 能 有 足够 快 的 生 
长 速度 ， 这 种 壁垒 尤其 是 必需 的 。 


表 4-1 Kw 与 AG 的 关系 (AG=—RTIn Ka) 


BT Ff BL Κα 目 由 能 AG/ (kcal/mol) 平衡 常数 Κα 目 由 能 AG/ (kcal/mol) 
10-5 δ. 2 1071 1. 4 


酶 在 生物 反应 中 降低 反应 的 活化 能 


生命 绝对 需要 酶 。 酶 的 功能 就 是 通过 将 分 子 重 排 的 活化 能 降低 到 热 运 动能 够 提供 的 
汇 围 ， 从 而 加 速 细 胞 生存 所 必需 的 化 学 反应 (图 4-2). 


非 催 化 反应 
的 活化 能 


系统 的 自由 能 


图 4-2 酶 (彩色 曲线 ) 降低 活化 能 并 加 快 反应 速度 。 注 意 因为 平衡 状态 没有 改变 所 以 AG 保持 相同 。 


当 特 定 的 酶 存在 时 ， 阻 止 具有 最 低 自由 能 的 反应 物 快速 反应 的 壁 侄 将 会 消失 。 酶 不 
会 改变 反应 的 平衡 : 它们 仅仅 加 快 了 反应 所 达到 的 速度 。 因 此 ， 如 果 热 力学 平衡 对 某 个 
分 于 的 形成 不 利 ， 酶 的 存在 并 不 能 提高 该 分 子 的 产 率 。 

由 于 酶 必须 催化 每 个 细胞 分 子 的 重 排 ， 对 不 同 分 子 自由 能 的 认 知 并 不 能 自然 而 然 地 
告诉 我 们 一 个 能 量 上 人 允许 的 反应 是 否 真实 存在 。 必 须 考 虑 反应 速度 。 只 有 当 细胞 具有 适 
合 的 酶 时 ， 反 应 才 会 有 意义 。 


生物 分 子 中 的 自由 能 


热力 学 告诉 我 们 ， 所 有 的 生化 路 径 都 必须 具有 自由 能 降低 的 特征 。 降 解 反应 路 径 就 
征 一 个 明显 的 例子 ， 在 反应 中 伴随 着 热 的 放出 ， 热 力学 不 稳定 的 食物 分 子 被 转变 为 更 稳 


生物 分 子 中 的 自由 能 。63 。 


定 的 化 合 物 ， 如 CO, 和 H:O。 所 有 的 降解 反应 路 径 都 有 两 个 主要 目的 : 中 为 更 大 的 有 
机 分 子 的 形成 提供 必需 的 作为 原料 的 小 有 机 分 子 片段 ; @ 将 原始 食物 分 子 的 大 部 分 目 由 
能 以 可 利用 的 形式 保存 起 来 。 通 过 将 降解 反应 路 径 的 几 个 步骤 与 储存 自由 能 的 高 能 分 子 
(如 ATP) 的 形成 相 耦 联 ， 就 能 达到 第 二 个 目的 。 

食物 分 子 的 所 有 自由 能 并 不 是 完全 转化 为 高 能 分 子 的 自由 能 。 如 果实 际 情 痪 是 这 
样 ， 降 解 反应 路 径 将 不 再 具有 自由 能 降低 的 特性 ， 而 且 将 不 再 存在 有 利于 食物 分 子 改 解 
的 驱动 力 。 相 反 ， 我 们 发 现 所 有 降解 反应 路 径 都 会 伴随 着 食物 分 子 至 少 一 半 的 自由 能 转 
化 为 热 或 焙 。 例 如 ， 据 估计 细胞 中 葡萄 糖 自由 能 的 大 约 40% 被 用 来 产生 新 的 高 能 化 合 


具有 高 负 值 AG 的 高 能 键 水 解 作用 


一 个 拥有 一 个 到 数 个 化 学 键 的 高 能 分 子 ， 其 化 学 键 可 被 水 裂解 ， 这 种 作用 称 为 水 解 
作用 (hydrolysis) ， 水 解 作 用 伴随 有 大 量 自由 能 的 释放 〈5kcal/mol) 。 这 种 水 解 时 导致 
极 大 负 值 AG 的 特殊 的 化 学 键 称 为 高 能 键 (high-energy bond) 。 不 过 这 种 叫 法 有 误导 作 
用 ， 因 为 不 是 这 些 化 学 键 的 能 量 高 而 是 水 解 时 释放 的 自由 能 高 。 然 而 ， 高 能 键 的 叫 法 已 
被 普遍 接受 ， 为 了 方便 我 们 还 是 要 继续 这 种 用 法 并 以 符号 “一 ”表示 高 能 键 。 


表 4-2 高 能 键 的 重要 类 型 


TE BER D~D EHR D~ =+ AG=— 6 
- ΜΜ -Φ--Φ -- SON 
腺 苷 二 磷酸 (ADP) ADP —AMP+ ® AG=—6 


二 磷酸 腺 苷 腺 嗓 叭 一 四 一 中 一 吓 


(ΑΤΡ) ΑΤΡΦΞΞΑΡΡΓ(Θ AG=—7 


ATP —AMP+®~® 
ο O BRIAR PEP) 


磷酸 化 烯 醇 | PEP 一 一 丙酮 酸 十 中 AG=—12 


A ERR TT Me l AM®)~ AA =——=AMP+ AA AG=—7 


o- 
oe HL WIR os Ἡ MAR~O 一 肌 氨 酸 十 所 AG 一 一 8 


iii Be 乙酰 -CoA 二 一 CoA-SH 十 乙酸 AG=— 8 
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一 个 普通 高 能 键 的 水 解 能 量 (7kcal/mol) 要 比 一 个 葡萄 糖分 子 一 步 完全 降解 所 释 
放 的 能 量 (688kcal/mol) 小 得 多。 葡萄 糖 的 一 步 降 解 是 不 能 产生 高 能 键 的 。 训 无 疑问 ， 
这 正定 生物 体 中 葡萄 糖 降解 需要 那么 多 步 的 原因 。 所 以 ， 降 解 过 程 中 每 一 步 所 释放 的 能 
量 己 局 能 键 水 解 的 自由 能 大 小 对 应 。 

最 重要 的 高 能 化 合 物 是 ATP。 它 由 无 机 磷酸 盐 电 和 ADP 所 构成 ， 形 成 时 利用 从 
降解 反应 或 太阳 获得 的 能 量 ， 后 者 即 光 合作 用 。 然 而 ， 自 然 界 还 存在 许多 其 他 重要 的 高 
能 化 合 物 。 一 些 直 接 在 降解 反应 过 程 中 形成 ， 另 一 些 则 利用 ATP 的 自由 能 形成 。 表 4- 
2 列举 了 数 种 最 重要 类 型 的 高 能 键 ， 每 一 种 都 含有 磷 或 硫 原 子 。ATP 的 高 能 磷酸 键 来 
Η TAREE, (A, EHRE (9--Θ) 并非 唯一 一 种 高 能 磷酸 键 : 磷酸 基 团 与 
摊 基 氧 原子 的 结合 会 产生 一 个 高 能 酰 键 。 现 在 我 们 已 经 清楚 ， 在 能 量 新 陈 代谢 中 ， 含 有 
太原 子 的 高 能 键 发 挥 着 与 含 磷 高 能 键 几 乎 同等 重要 的 作用 。 含 有 高 能 硫 键 的 最 重要 的 分 
于 征 乙 酰 -CoA， 它 是 脂肪 酸 生 物 合成 的 主要 能 量 来 源 。 

高 能 键 较 大 的 AG 分 布 范围 (GE 4-2) 意味 着 “高 能 ” 键 的 叫 法 有 些 专 横 。 一 般 的 
判断 标准 是 该 键 的 水 解 是 否 伴随 有 另 一 重要 的 生物 合成 反应 。 例 如 ， 伴 随 6- 磷 酸 葡 萄 
糖 的 水 解 所 产生 的 负 AG 是 3 一 4kcal/mol。 但 这 个 AG 并 不 足以 促使 肽 键 的 合成 ， 因 此 
这 种 磁 脂 键 并 不 属于 高 能 键 。 


生物 合成 反应 中 的 高 能 键 


由 较 小 的 分 子 组 装 形成 大 分 子 的 过 程 通常 需要 自由 能 的 输入 。 然 而 如 果 不 伴随 着 自 
由 能 的 净 下 降 ， 生 物 合 成 反应 路 径 (如 降解 反应 路 径 ) 将 不 会 发 生 。 这 意味 着 许多 生物 
合成 反应 路 径 需 要 外 在 的 自由 能 来 源 ， 而 高 能 化 合 物 就 是 这 些 自由 能 来 源 。 生 物 合成 中 
许多 化 学 键 的 形成 是 与 高 能 键 的 断裂 相 耦 联 的 ， 因 而 自由 能 的 净 变 化 还 是 负 值 。 所 以 细 
胞 内 高 能 键 的 寿命 通常 极 得， 它们 几乎 刚 在 降 
解 反应 中 形成 就 被 酶 催化 分 解 ， 以 产生 驱动 另 
一 反应 进行 完全 的 能 量 。 


Ξ 生物 合成 反应 路 径 中 并 非 每 一 步 都 需要 高 
= 能 键 的 断裂 ， 经 常 仅仅 是 其 中 的 一 或 两 步 需要 ， 
νας 有 时 这 是 因为 即使 缺少 外 加 高 能 键 ，AG 还 是 有 


利于 生物 合成 反应 方向 。 另 一 种 情况 是 AG 等 
反应 过 程 于 零 或 者 甚至 可 能 略微 显 正 值 。 然 而 ， 与 高 

图 43 一 个 多 步 新 陈 代谢 路 径 的 自由 能 刘 化、 鱼水 解 作用 看 联 时 的 AG 相 比 ， 这 种 微小 的 正 
ΑΒ *C_D >E。 其 中 两 步 (ABEC 不 ΔΩ 是 微不足道 的 。 而 且 正如 我 们 在 图 4-3 看 到 
利于 A_>E 的 反应 方向 ， 因 为 它们 具有 微 正 的 的 ， 只 有 一 个 反应 路 径 的 所 有 自由 能 变化 的 总 
AG。 然 而 由 于 步骤 B-~C 和 DE 所 提供 的 极 大 和 才 是 有 意义 的 。 如 果 某 一 特定 生物 合成 反应 
的 负 AG， 它 们 已 经 没有 意义 了 。 所 以 ， 整 个 反应 步 又 的 后 继 步 又 的 Κ.Ε 100 : 1， 有 利于 生物 
We 合成 反应 的 正方 向 ， 那 么 就 不 必 再 考虑 它 的 
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Κα (80: 20) 有 利于 降解 反应 。 

同样 地 ， 降 解 反 应 路 径 中 也 并 非 每 一 步 都 产生 高 能 键 。 例 如 ， 在 葡萄 糖 漫长 的 酵 解 
(Embden-Meyerhof) 过 程 中 只 有 两 步 产 生 ATP 。 而 且 ， 许 多 降解 反应 路 径 中 的 一 步 或 多 
步 需 要 高 能 键 的 断裂 。 葡 萄 糖 的 酵 解 又 是 一 个 这 样 的 例子 ， 每 产生 4 分 子 ATP ， 它 必须 
消耗 2 分子 ATP 。 当 然 ， 所 有 的 产能 降解 反应 过 程 都 会 产生 比 消耗 的 能 量 多 的 能 量 。 


肽 键 的 目 发 水 解 


由 两 个 氨基 酸 生 成 一 个 二 肽 和 一 个 水 分 子 需要 1 一 4kcal/mol 的 AG， 这 依赖 于 参加 
反应 的 氨基 酸 类 型 。 这 种 正 值 的 AG 告诉 我 们 ， 多 肽 链 不 可 能 由 自由 氨基 酸 生成 。 更 进 
一 步 ， 我 们 必须 考虑 这 样 一 个 事实 ， 即 细胞 内 水 分 子 的 浓度 比 其 他 任何 分 子 高 得 多 (一 
般 情况 下 要 高 出 100 倍 )， 所 有 水 分 子 参与 的 反应 的 平衡 都 强烈 地 倾向 于 消耗 水 分 子 的 
反应 方 喇 。 这 可 以 由 平衡 常数 的 定义 中 简单 看 出 。 例 如 ， 生 成 二 肽 的 反应 : 

氨基 酸 (A) 十 氨基 酸 (B) 一 二 肽 (A-B) 十 H;O [方程 4-4] 
具有 以 下 平衡 常数 : 
Κωί(οοπο ° X conc?) /Cconc* X concs) [方程 4-5 | 
在 这 里 浓度 都 是 以 mol/L 做 单位 。 所 以 ， 对 于 一 个 给 定 的 Ka (方程 AG=—RTIn Ka 
将 其 与 AG 联系 在 一 起 )， 大 得 多 的 水 分 子 浓度 意味 着 相对 小 的 二 肽 浓度 ， 而 且 相 对 浓 
度 非 浓重 要 。 实 际 上 ， 简 单 的 计算 表明 即使 非 水 解 反 应 的 AG 为 一 3kcal/mol， 水 解 反 
应 仍 可 能 目 发 进行 。 

所 以 ， 在 理论 上 重 日 质 是 不 稳定 的 ， 如 果 给 以 足够 长 的 时 间 ， 蛋 白质 将 会 自发 降解 
AB AER. HH, SRS REM ABA, CAPR AAR EARL BA EXT a || 
的 新 陈 代 谢 产生 轻微 的 影响 。 也 就 是 说 ， 和 蛋白 质 一 旦 形成 ， 除 非 被 特定 的 酶 催化 降解 ， 
否则 都 将 保持 稳定 状态 。 


fi i AG 与 正 值 AG WHR 


在 能 够 相互 结合 形成 蛋白 质 之 前 ， 氨 基 酸 必须 接受 自由 能 。 人 们 发 现 ΑΤΡ 作为 能 
量 供 体 的 基本 作用 之 后 ， 就 明白 了 这 一 过 程 是 如 何 实现 的 。ATP 含有 3 个 与 腺 嗓 哈 分 
FT RERO ϱ-Θ-Ό) 相连 的 磷酸 基 团 ， 当 一 个 或 两 个 末端 ~P 基 团 被 水 解 断 
SAY, ARES ee TIE., 
μις ο ϱ-ϱ-ΘΤΓΗιΟΜΜΙΑ ο- ϱ-ΘΘ [DE 4-6] 
(AG=—7kcal/mol) 
μι ο-ϱ-ϱ-ΘΓΗιΟ- ΜΙΝΑ ο- Θ/ΓΟ“ [DE 47] 
(AG=— 8kcal/mol) 
ΜΗ —O—® ~®+ H,0>REK—O—B+ ® [方程 4-8j 
(AG 王 一 6kcal/mol) 
所 有 这 些 断 裂 反 应 都 具有 负 值 AG， 其 绝对 值 〈 数 字 大 小 不 考虑 符号 ) 要 大 于 单 体 
分 子 形成 高 分 子 时 的 正 值 AG。 自 身 具 有 正 值 AG 的 生物 合成 反应 之 所 以 能 够 进行 ， 是 
因为 它们 与 高 能 键 的 断裂 反应 相 耦 联 ， 而 后 者 伴随 着 具有 绝对 值 更 大 的 负 值 AG。 所 


σσ 
os 
> 
Μὴ 
He 
[πα 
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以 ， 在 香 日 质 的 合成 过 程 中 ， 每 个 肽 键 的 形成 CAG=-+0. 5kcal/mol) 都 与 ATP 断裂 
为 AMP 和 磷酸 盐 的 反应 相 耦 联 ， 后 者 具有 一 8kcal/mol 的 AG (方程 47)。 这 导致 净 
一 7. 5kcal/mol 的 AG 已 经 足以 保证 平衡 有 利于 和 蛋白 质 的 合成 而 非 断 裂 。 


基 团 转移 反应 中 前 体 的 活化 


当 ΑΤΡ 被 水 解 为 ADP 和 磷酸 盐 的 时 候 ， 大 部 分 自由 能 转变 为 热 。 由 于 热能 不 能 
钥 利 用 形成 共 价 键 ， 所 以 两 个 分 别 具 有 正 值 AG MARE AG 的 完全 分 离 的 反应 不 能 形成 
耘 联 反 应 。 相 反 ， 耦 联 反 应 是 由 两 个 或 多 个 连续 反应 构成 。 这 些 反 应 通常 是 基 团 转移 
(group-transfer) 反应 : 在 此 类 反应 中 ， 分 子 交 换 其 功能 基 团 〈 不 包括 氧化 还 原 反 应 )。 
催化 这 类 反应 的 酶 被 称 作 转 移 酶 〈transferase) 。 请 看 下 面 的 反应 : 
(A—X)++(B—Y)— (A—B)+ (X¥— Y) [11 4-9] 
在 这 个 例子 中 ，X 基 团 与 B 相交 换 。 忧 移 基 团 反应 被 户 格 定义 为 不 包括 水 分 子 参 
与 反应 。 当 有 水 分 子 参与 时 ， 
(A —B) + (H — OH) — (A— OH) + (B— H) [方程 4-10] 
这 时 反应 就 被 称 为 水 解 反 应 ， 而 参与 的 酶 被 称 为 水 解 酶 。 
在 此 ， 令 我 们 感 兴趣 的 基 团 转移 反应 是 那些 与 高 能 键 连接 的 基 团 。 当 这 类 高 能 基 团 
被 转移 至 适当 的 受 体 分 子 时 ， 它 们 将 与 受 体 分 子 以 高 能 键 连接 。 因 此 ， 基 团 转移 反应 人 允 
许 高 能 键 从 一 个 分 子 回 另 一 个 分 子 的 转移 。 人 例如， 方程 4-11 和 4-12 展示 了 ΑΤΡ 的 能 
量 是 如 何 转移 以 形成 GTP 的 ， 后 者 是 RNA 合成 的 前 体 之 一 : 
RE --Φ ~® ~O+ S46 -OORE -DO ~©+ SEK —O ~®O 


[方程 41 
腺 噶 险 一 曙 一 加 一 加 十 乌 虽 了 哈 一 四 ~ © > RBs —O ~©+ SH4—O ~®~O 
[方程 4-12j 


GTP 的 高 能 电 一 电 基 团 使 其 可 以 上 自发 与 其 他 分 子 连 接 。GTP 是 所 谓 活化 分 子 
(activated molecule) 的 一 个 例子 ; 类似 地 ， 转 移 高 能 基 团 的 过 程 被 称 为 基 团 活化 


(group activation) 。 
基 团 转移 中 ATP 的 多 变性 


在 对 作为 能 量 供 体 的 分 子 的 能 量 所 进行 的 调控 中 ，ATP 的 合成 起 着 关键 作用 。 不 
论 是 在 氧化 反应 中 还 是 光合 磷酸 化 反应 中 ， 能 量 被 用 来 从 ADP 和 磷酸 盐 合成 ATP: 
iki 一 个 ~ D +O +R 一 腺 嘻哈 一 四 一 四 一 昌 [DÆ 4-13] 
由 于 ΑΤΡ 是 生物 体 中 高 能 基 团 的 首先 接受 者 ， 因 此 它 必 然 是 一 系列 反应 的 起 始点 。 
在 这 些 反 应 中 ， 高 能 基 团 被 转移 到 低能 量 分 子 以 使 其 获得 自发 反应 的 潜能 。ATP 的 中 心 
作用 源 于 这 样 一 个 事实 ， 即 它 含 有 两 个 高 能 键 ， 每 一 个 的 断裂 释放 不 同 的 基 团 。 这 可 以 由 
图 4-4 看 出 ， 图 中 展示 了 由 ΑΤΡ 产生 的 3 种 重要 的 基 团 : DO, BEREAN; 一 , 
HERI E; ~D, BBE. EEEE, RA “κ ΕΗ EEA ANE 4S 


基 团 转移 反应 中 前 体 的 活化 。67 。 


体 分 子 上 时 ， 它 们 才 显 示 出 高 能 特性 。 例 如 ， 一 @ 基 团 转移 到 COO 基 团 会 产生 高 能 
COO~® 磋 酰 基 团 ， 但 是 同样 的 基 团 转移 到 糖 羟 基 (—C—OH) (正如 6- [ΝΣ ΉΙ “η Β87} Ηὶ 
过 程 中 发 生 的 )， 却 只 能 产生 低能 量化 学 键 (水 解 中 产生 的 ΔΩ 降低 小 于 Skcal /mol) 


ATP 


of 
~-0 + O-O-y i | ορ + Ee ή | 
ADP AMP 


图 4-4 ATP 参与 的 重要 基 团 转移 反应 。 
与 AMP 连接 使 氨基 酸 活化 


正如 方程 414 所 示 ， 当 ATP 中 的 AMP 基 团 转移 到 氨基 酸 的 COO ÆA ΕΠ, A 
基 酸 就 被 活化 了 : 


τ. ο i. ο 
Í ΄ = 
μὴ ος +iit##-8~®~@ — HON 0 alii 
H H F ΗΠ Ο--Φ-- ΕΒ 


[方程 4-14] 
(方程 中 R 表示 氨基 酸 的 特定 侧 链 ,) 催化 这 一 类 型 反应 的 酶 称 作 和 氨基 酸 醚 基 合 成 酶 
(aminoacyl synthetase), Mit EP, AER (AA) 一 旦 被 活化 ， 就 能 够 用 来 
合成 蛋白 质 。 虽 然 如 此 ，AA~AMP 复合 物 并 不 是 蛋白 质 的 直接 前 体 。 相 反 ， 由 于 某 
种 原因 (我 们 将 在 第 14 章 讨论 ) 必须 发 生 第 二 次 转移 基 团 反应 ， ΜΓ RET TL {1 ZEB 
转移 到 一 个 tRNA 分 子 的 未 端 ， 

AA~AMP-+tRNA~AA~tRNA+ AMP [方程 4-15] 

通过 AA~tRNA 分 子 的 浓缩 作用 ， 一 个 肽 键 在 不 断 延 伸 的 多 肽 链 末 端 形 成 : 

AA~tRNA 十 延伸 的 多 肽 链 (n 个 氨基 酸 ) 悦 tRNA 十 延伸 的 多 肽 链 (n 十 1 个 氨基 酸 ) 

[方程 4-16] 
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所 以 ， 正 如 和 所 有 其 他 斐 联 反 应 一 样 ， 这 一 “ 碍 联 反应 ”的 最 终 一 步 必 须 是 移 去 活化 基 
团 和 高 能 键 转 变 为 具有 低 水 解 目 由 能 的 化 学 键 。 这 是 驱动 蛋白 质 合成 反应 方向 的 负 值 
AG 的 来 源 。 


核酸 前 体 被 四 一 四 活化 


ΛΕ“: DNA 还 是 RNA， 所 有 类 型 的 核酸 都 是 由 单 核 苷 酸 单 体 〈 也 被 称 为 磷酸 化 
核 甘 ) 所 组 成 。 然 而 ， 单 核 苷 酸 在 热力 学 上 比 氮 基 酸 更 难 聚 合 。 这 是 因为 将 前 者 连接 起 
来 的 克 酸 二 酯 键 在 水 解 过 程 中 释放 相当 多 的 自由 能 (一 6kcal/mol)。 这 意味 着 核酸 将 以 
极 低 的 速度 自发 水 解 为 单 核 苷 酸 。 所 以 ， 相 对 于 在 和 蛋白质 的 生物 合成 ， 在 核酸 的 生物 合 
成 中 使 用 活化 前 体 更 重要 。 

DNA 和 RNA 的 直接 前 体 都 是 5 -三 磷酸 核 苷 。 对 于 DNA， 这 些 前 体 是 dATP, 
dGTP, dCTP 和 dTTP (d 指 的 是 脱氧 ); 对 于 RNA， 前 体 是 ΑΤΡ. GTP, CTP 和 
UTP。 因 此 ，ATP 不 仅仅 作为 转 基 团 反应 中 高 能 基 团 的 主要 来 源 ， 而 且 其 自身 就 是 
RNA 的 直接 前 体 。 所 有 其 他 3 种 RNA 前 体 都 是 由 类 似 于 方程 4-11 和 方程 4-12 所 描述 
的 转 基 团 反应 生成 。 脱 氧 三 克 酸 核 戎 由 几乎 相同 的 途径 形成 : 在 脱氧 单 核 苷 酸 合成 后 ， 
它们 通过 从 ATP 转移 基 团 转变 为 三 克 酸 形式 。 

脱氧 核 甘 一 个 十 ATP > KAIP --Φ ~ Φ- ΑΠΡ [方程 4-17 
AVA — D ~ ®+ ATP— KARP --Φ ~ © ~ O+ ADP [方程 4-18 
SR Ja 1X HE = ee PRA Ἡ WE BE oe Ee I MS RR. AEX PERSE 
BOA, —~ BERBER TT iT. PERLE ERE : 
ARAVA Ὁ- D ~ © + REA A RAK RIE MAID 
> D ~ B+ EPA ZAR ΜΘΒΕ Οι + 1 MKB η Ἐὲ 4-19] 

与 形成 肽 键 的 反应 不 同 ， 这 一 反应 不 具有 负 值 AG。 实 际 上 ，AG 略微 偏 正 (KA 
0. 5kcal/mol) 。 这 种 情况 立即 引出 一 个 问题 ， 因 为 多 聚 核 苷 酸 显然 在 不 断 形成 ， 它 必需 
的 目 由 能 来 源 是 什么 ? 


ARARTEKO 能 量 值 


多 聚 核 苷 酸 形成 过 程 中 所 需 的 目 由 能 来 目 高 能 焦 磷 酸 基 团 的 分 裂 ， 后 者 与 高 能 磷酸 
二 酯 键 同 时 形成 。 所 有 的 细胞 都 具有 一 种 有 效 的 酶 一 一 焦 磷酸 酶 ， 这 种 酶 会 将 刚刚 形成 
EA) 8 Boe BR ot T TTEN : 
Ð ~ Ð — 2B (AG =— 7kcal/mol) | 方程 4-20 | 
大 的 负 值 AG 意味 着 反应 是 不 可 逆 的 。 也 就 是 说 ， 一 旦 四 一 中 断裂 就 不 可 能 再 次 形成 。 
FRERET | 方程 420」 FARRER AOR AERA [方程 417] 具有 
一 个 平衡 常数 ， 它 由 两 个 反应 总 的 AG 决定: (0. 5kcal/mol) + (—7kcal/mol), RANA 
值 〈AG 王 一 6. 5kcal/ mol) 告诉 我 们 ， 核 酸 几乎 从 不 断裂 生成 其 三 磷酸 核 苷 前 体 。 
在 这 里 我 们 看 到 了 一 个 有 力 的 实例 ， 正 是 伴随 一 系列 反应 的 总 的 自由 能 变化 决定 了 
其 中 某 一 反应 是 否 能 发 生 。 具 有 微小 正 值 AG 的 反应 自身 是 不 会 自发 发 生 的 ， 但 它们 经 
稍 是 重要 的 新 陈 代谢 路 径 的 一 部 分 ， 其 后 继 反应 具有 大 的 负 值 AG。 不 论 何 时 我 们 都 应 
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该 记 住 ， 一 个 单独 反应 〈 或 甚至 是 一 个 单独 路 径 ) 从 不 孤立 存在 ; 相反， 通过 代谢 产物 
的 加 入 和 移 去 ， 反 应 的 平衡 在 不 断 改 变 。 


四 一 四 分 灾 是 大 多 数 生物 合成 反应 的 特征 


核酸 的 合成 并 非 唯一 一 个 由 四 一 中 的 释放 和 分 裂 决定 其 方向 的 反应 。 实 际 上 ， 所 
有 的 生物 合成 反应 具有 一 步 或 多 步 释放 焦 磷 酸 基 团 的 反应 。 以 氨基 酸 与 AMP 结合 活化 
为 例 ， 从 其 目 身 来 说 ， 高 能 键 从 ATP 转移 到 AA~AMP 复合 物 的 过 程 具有 微小 的 正 值 
AC。 然 而 ， 正 是 ATP 末端 焦 磷 酸 基 团 的 释放 和 分 裂 提 供 了 驱动 反应 所 需 的 负 值 AG. 
当 我 们 考虑 这 样 一 个 问题 ， 即 为 什么 细胞 试图 由 三 磷酸 核 背 合成 核酸 而 不 是 单 磷酸 核 背 
(Η 4-5)， 焦 磷酸 基 团 分 裂 的 巨大 作用 就 很 清楚 了 。 磷 酸 ， 而 不 是 焦 磷酸 ， 被 作为 形成 
砷 酸 二 酯 键 的 骨架 。 然 而 ， 在 有 大 量 磷 酸 盐 存在 的 情况 下 磷酸 二 酯 键 并 不 稳定 ， 这 是 因 
为 它们 形成 时 没有 释放 大 量 自由 能 。 所 以 ， 生 物 合成 反应 可 被 轻易 逆转 :如 果 磷 酸 盐 大 


δν, AE 
κκ ὁ 二 ® 
ΞΗΡΗ iji 


延伸 链 
(n> KF ΚὮ) 


DO = 一 B+ 
焦 磷 酸 磷酸 


延伸 链 -4 
(n PAAR) ,: 


DO -= G+ © 
焦 磷 酸 磷酸 


延伸 链 
(n+1 IZER) 


延伸 链 
(n+2 ΤΡ) 


图 4-5 核酸 生物 合成 的 两 种 可 能 途径 。a. 运用 二 磷酸 核 苷 合成 核酸 ; b. 运用 三 磷酸 核 苷 合成 核酸 。 
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BAAR, 根据 质 量 反 应 定律 ， 反 应 将 开始 向 核酸 分 解 的 方向 移动 。 而 且 对 细胞 来 说 ， 磷 
酸 寺 一 形成 就 将 其 移 除 是 不 可 行 的 〈 从 而 阻止 逆向 反应 ) ， 因 为 所 有 细胞 都 需要 一 定 浓 
度 的 内 部 磷酸 盐 维持 生长 。 相 反 ， 产 生 焦 磷酸 然后 迅速 将 其 打 断 为 两 分 子 磷酸 盐 的 一 系 
列 反 应 ， 消 除了 磷酸 盐 的 产生 和 核酸 的 生物 合成 间 的 联系 ， 从 而 阻止 了 首 转 生物 合成 反 
应 的 可 能 性 图 和 -5)。 这 样 的 结果 是 ， 细 胞 内 很 难 积累 足够 的 磷酸 盐 以 驱动 逆反 应 方 
向 (或 断裂 方向 ) 的 两 个 反应 。 由 此 我 们 可 以 清楚 地 知道 ， 运 用 三 磷酸 核 苷 作为 核酸 的 
前 体 并 非 随机 选择 的 结果 ，。 

类 似 的 讨论 将 告诉 我 们 ， 为 什么 在 所 有 细胞 内 都 是 由 ΑΤΡ 作为 高 能 基 团 的 关键 供 
体 ， 而 不 是 ADP。 起 初 这 种 ATP 偏爱 在 生化 学 家 看 来 是 绝对 的 。 但 是 现在 我 们 发 现 ， 
许多 运用 ADP 作为 能 量 供 体 的 反应 同样 存在 ， 且 保持 较 好 的 反应 方向 。 


小 结 
> 


粗略 看 来 ， 许 多 分 子 的 生物 合成 好 像 违背 了 热力 学 定律 ， 即 自发 反应 必须 伴随 有 自 
由 能 的 下 降 CAG 是 负 值 )。 例 如 ， 从 和 氨基酸 形 成 蛋白 质 就 具有 正 的 AG。 当 我 们 认识 到 
生物 合成 反应 并 非 如 起 初 想像 的 那样 进行 时 ， 问 题 自然 就 解决 了 。 例 如 ， E A MEJE H 
日 由 氨基 酸 直 接 形成 ， 而 是 首先 被 酶 催化 转化 为 高 能 活化 分 子 的 前 体 ， 在 特定 酶 的 催化 

下 聚合 形成 所 需 的 生物 合成 产物 。 

所 以 ， 许 多 生物 合成 过 程 是 “ 耦 联 ” 反 应 的 结果 ， 第 一 个 反应 为 第 二 个 反应 提供 自 
发 进行 所 需 的 能 量 。 细 胞 内 最 主要 的 能 量 来 源 是 ATP， 它 或 者 是 在 降解 反应 OIRR 
或 呼吸 ) 过 程 中 ， 或 者 是 在 光合 作用 过 程 中 ， 由 ADP 和 无 机 磷酸 赴 形 成 的 ，ATP 具有 
效 个 高 能 键 ， 在 水 解 时 产生 数值 很 大 的 负 AG。 与 高 能 键 相 连 的 基 团 称 为 高 能 基 团 ， 通 
过 基 团 转移 反应 ， 高 能 基 团 能 被 转移 到 其 他 分 子 上 ， 从 而 形成 新 的 高 能 化 合 物 。 这 些 衍 

生 的 高 ο παει, 

合 AMP 基 团 后 ， 氮 基 酸 被 活化 形成 AA~AMP 分 子 ， 其 中 AMP 来 自 于 ΑΤΡ. 
ο... ATP 中 高 能 键 的 能 量 。 虽 然 如 此 ， 基 团 转 移 
反应 还 是 由 于 高 能 P~P 分子 的 存在 才能 进行 完全 。 高 能 P~P 分 子 在 AA~ AMP 分 子 
的 形成 过 程 中 产生 ， 随 后 被 焦 磷酸 酶 打 断 生成 低能 量 基 团 。 所 以 ， 道 反应 PSPLAAW~ 
AMP—ATP+ AA 不 能 存在 ，。 

儿 乎 所 有 的 生物 合成 反应 起 始 于 P~ 了 的 释放 。P~P 一 旦 形成 ， 立 即 就 被 酶 催化 
打 断 为 两 个 磷酸 盐分 子 ， 从 而 消除 了 逆向 生物 合成 反应 的 可 能 性 ，P 一 P 分 裂 的 巨大 作 
用 为 细胞 的 主要 能 量 供 体 是 ΑΤΡ (而 非 ADP) 提供 了 一 个 解释 。ADP 不 能 转移 高 能 其 
团 ， 并 同时 产生 P~P 基 团 作为 副 产 物 ， 
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本 章 概要 
分 子 间 和 分 子 内 相互 作用 
决定 高 度 有 序 结构 
氢 键 的 排列 方式 决定 蛋白 质 
的 特定 构 型 
大 多 数 蛋 白质 由 两 个 或 三 个 
结构 域 装配 而 成 
弱化 学 键 决定 蛋白 质 在 DNA 和 
RNA 分 子 上 的 正确 位 置 
变 构 : 通过 改变 蛋白 质 的 
外 形 调 节 其 功能 
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分 子 的 结构 


DNA, RNA AZ Η Ja ABE h [1 AA) 
分 子 组 成 的 高 分 子 。 正 如 在 第 4 章 谈 到 
的 ， 高 分 子 的 合成 依赖 于 活化 小 分 子 的 受 
控 催 化 聚合 。 对 于 DNA 和 ΕΝΑ 来 说 ， 
这 些小 分 子 是 核 苷 酸 ( 图 2-11); SFE 
日 质 来 说 ， 这 些小 分 子 是 20 种 氨基 酸 ， 
后 者 由 其 活化 中 间 产 物 供 体 tRNA 提供 。 
在 这 些 分 子 链 的 组 装 过 程 中 ， 每 增加 一 个 
小 分 子 部 需要 断裂 多 个 高 能 键 。 对 于 所 有 
这 些 分 子 ， 构 成 元 件 的 顺序 决定 其 遗传 学 
和 生物 化 学 功能 。 

在 决定 这 些 高 分 子 的 结构 和 功能 的 各 
种 因素 中 ， 弱 化 学 键 起 着 决定 性 的 作用 。 
RNA, DNA 和 重 日 质 的 主要 信息 就 是 组 
成 它们 的 共 价 连接 小 分 子 的 顺序 。 然 而 ， 
只 有 当 这 些 高 分 子 在 其 不 同 部 分 之 间 形 成 
广泛 的 附加 弱化 学 键 之 后 ， 它 们 才 形 成 了 
特定 的 外 形 并 使 其 能 够 行使 其 功能 。 在 第 
3 FOAM CHNAR. BTR. Bike 


用 和 范 德 华 力 ， 不 但 指导 蛋白 质 形成 严格 的 结合 位 点 ， 而 且 指 导 DNA 形成 双 螺旋 结 
钩 。 事 实 上 除了 少数 特例 以 外 ， 对 生物 高 分 子 这 类 相互 作用 的 破坏 因素 (如 通过 加 热 或 
去 汽 剂 )， 即 使 共 价 键 不 被 破坏 ， 都 将 会 完全 破坏 其 所 有 的 生物 活性 。 本 章 将 会 简略 探 
讨 生物 大 分 子 的 结构 以 及 保持 其 外 形 的 作用 力 。DNA 和 RNA 在 此 仅 做 简要 介绍 ， 更 
多 内 容 将 在 第 6 章 讲述 。 我 们 将 主要 关注 多 种 多 样 的 蛋白 质 的 结构 。 本 章 最 后 一 节 集 中 
于 集 日 厌 与 核酸 的 相互 作用 ， 这 是 我 们 在 本 书 中 将 要 遇 到 的 许多 生物 过 程 的 中 心 环节 ， 另 外 还 


有 通过 变 构 作用 调控 蛋白 质 的 功能 。 


分 子 间 和 分 子 内 相互 作用 决定 高 度 有 序 结 构 。73 。 
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DNA 能 够 形成 规则 的 螺旋 


DNA 分 子 通常 具有 规则 的 螺旋 构 型 ， 这 是 由 于 大 多 数 DNA 分 子 拥有 两 条 具有 五 
补 结 构 的 反 向 平行 的 多 聚 核 苷 酸 单 链 (更 多 细节 请 参考 第 6 τε). 分 子 内 和 分 子 间 的 非 
基价 键 都 起 着 稳定 该 结构 的 作用 。 两 条 单 链 由 互补 的 味 叭 和 旷 啶 对 之 间 的 氧 键 连接 在 一 
起 (图 5-1)。 腺 味 叭 总 是 与 胸腺 喀 啶 形成 氢 键 ， 而 乌 嗓 叭 总 是 与 胞 喀 喧 形成 氢 键 。 另 
外 ， 实 际 上 核糖 和 磷酸 基 团 的 所 有 表面 原子 都 与 水 分 子 形成 了 氢 键 ， 


图 5-1 DNA 分 子 中 以 氢 键 相连 的 碱 基 对 。 图 中 展示 了 碱 基 对 间 氢 键 的 位 置 和 键 长 ， 每 个 碱 基 内 
部 原子 间 的 共 价 键 也 有 标 出 ， 但 没有 区 分 单 键 和 双 键 〈 见 图 6-6). 


ERIS ME ET Lh DNA 分 子 的 中 心 部 位 。 这 种 排列 允许 它 们 的 碱 基 平面 依次 层 
登 礁 积 ， 从 而 在 碱 基 间 形成 共享 (x-x) 电子 ,阻止 其 与 水 分 子 结合 ， 如 果 仅 有 一 条 多 
聚 核 苷 酸 链 存在 ， 碱 基 堆 积 排列 将 会 被 大 大 削弱 。 由 于 喀 喧 分子 小 于 味 叭 分 子 ， 单 链 
DNA 将 会 导致 相 邻 碱 基 之 间 朴 水 表面 的 不 利 暴 露 ， 而 双 螺 旋 DNA 中 互补 碱 基 对 的 存 
在 使 DNA 能 够 形成 规则 结构 ， 这 是 因为 每 个 碱 基 对 都 是 同样 大 小 . 

UTE DNA 分 子 非常 稳定 有 两 个 原因 。 首 先 ， 双 螺旋 结构 HY BSG Se SF Bhi ZK ΡΕ 
HOMES AME AKO} FEREZ, BRERA. ECU, UE DNA NTA 
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图 5-2 DNA 末端 的 碱 基 对 被 随机 热 运动 
打 断 。 图 中 显示 一 旦 末端 的 某 些 键 被 打 
ΒΓ, We RBM WPA), AM, E 
他 键 可 被 打 断 。 


有 非常 多 的 弱化 学 键 ， 在 其 排 布 状态 下 大 多 数 弱 化 学 
键 具 有 以 下 特性 ， 即 在 其 他 许多 化 学 键 被 同时 破坏 时 ， 
它们 才 有 可 能 被 破坏 。 例 如 ， 即 使 热 运 动 不 断 在 分 子 
末 疾 拆 开 唱 叭 - 喀 嘎 对 ， 两 条 分 子 链 并 不 因此 而 分 开 ， 
这 是 因为 分 子 中 的 其 他 氢 键 仍然 紧密 结合 (图 5-2). 
一 旦 某 个 氢 刍 断裂 ， 紧 接 看 会 进行 该 氧 键 的 重建 以 维 
持原 有 的 分 子 结构 ， 而 非 更 多 键 的 断裂 。 当 然 ， 有 时 
一 个 键 断裂 后 紧 随 着 第 二 个 键 ， 甚 至 更 多 键 的 断裂 。 
然而 ， 这 类 多 个 氢 键 断裂 现象 极为 少见 ， 所 以 由 10 个 
以 上 碱 基 对 连接 在 一 起 的 双 螺 旋 DNA 分 子 在 室温 下 也 
很 稳定 。 当 双 螺 旋 DNA 分 子 确实 分 开 而 不 重建 时 ， 这 
通常 起 始 于 分 子 的 一 问 并 同 分 子 内 部 延伸 。 这 是 因为 
DNA 分 子 末 闹 碱 基 间 的 相互 作用 受 邻 近 效 应 的 影响 最 
小 ， 也 就 是 说 ， 它 们 只 有 一 个 邻近 碱 基 对 来 帮助 它们 
稳定 相互 作用 。 正 如 下 面 将 要 详细 介绍 的 ， 多 重 弱 化 
学 键 的 原理 也 同样 决定 了 重 昌 质 的 稳定 性 。 

当 分 子 的 温度 高 于 生理 温度 时 ， 次 要 化 学 键 的 有 
序 排列 就 会 越 来 越 不 稳定 ， 随 着 温度 的 提高 ， 一 些 弱 
化 学 键 被 同时 打 断 的 概率 会 逐渐 上 升 。 当 一 定数 量 的 
弱化 学 键 被 打 断 后 ， 分 子 通 常会 失去 其 原 有 人 外形 ( 变 
性 过 程 〉 从 而 形成 无 活性 的 (或 变性 的 ) 结构 。 因 
此 ， 当 温度 上 升 时 ，DNA 分 子 需 要 更 多 的 相互 作用 
以 保持 双 螺 旋 结 构 。 


RNA 形成 多 种 多 样 的 结构 


相对 于 DNA 分 子 形 成 的 高 度 规则 的 双 螺 旋 结 
构 ，RNA 分 子 通常 以 单 链 分 子 形式 存在 。 有 些 RNA 
2 Cl mRNA) 作为 遗传 信息 的 临时 携带 者 ， 不 
渐 与 入 日 质 之 类 的 分 子 结合 ， 它 们 不 具有 独立 而 稳定 
的 三 级 结构 。 另 外 一 些 RNA 分 子 折 番 成 特定 的 三 级 
结构 。 对 于 RNA， 邻 近 区 域 间 的 分 子 内 相互 作用 影 
啊 着 二 级 结构 元 件 的 结构 ， 这 类 相互 作用 主要 存在 于 
RNA 的 碱 基 之 间 ， 包 括 传 统 的 Watson-Crick 碱 基 配 
对 、 仅 在 RNA 中 被 发 现 的 异常 碱 基 配 对 以 及 玻 水 性 


碱 基 堆 积 。RNA 和 DNA 的 不 同 点 在 于 组 成 其 骨架 的 核糖 携带 有 2 -羟基 。 在 RNA 分 
ΤΗ Baw, xe 2 -羟基 经 常 参与 相互 作用 以 稳定 结构 。 二 价 金属 离子 〈 如 
Mg ” Mn” 和 Ca) 与 RNA 的 结合 经 常 是 稳定 的 折 礁 构 型 形成 的 必要 条 件 ， 这 是 因 
为 金属 离子 能 够 屏 严 RNA ARRE, FRAPS FAAS [5114 Sk E EG . 
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东 些 重要 RNA 分 子 的 高 度 可 分 解 的 结构 是 ΕΝΑ 三 级 结构 
精密 而 细致 的 折叠 的 最 好 说 明 ， 一 种 参与 蛋白 质 合 成 的 分 子 tR- [| ϱ 
ΝΑ (图 14-5) 就 是 一 个 这 样 的 例子 。 这 些 结构 显示 出 碱 基 堆 积 .. ' 1. 
在 RNA 构 型 中 所 起 的 主要 作用 。 例 如 ，tRNA 76 个 碱 基 中 的 τω: 
72 个 处 于 碱 基 堆积 状态 。 正 如 在 DNA 双 螺 旋 结 构 中 一 样 ， 

RNA 碱 基 的 首尾 相 接 堆 积 在 能 量 上 是 有 利 的 。 因 此 ，RNA 中 图 5-3 氨基 酸 的 一 般 结构 
由 较 少 碱 基 对 形成 的 短 螺旋 区 域 倾 向 于 首尾 相连 ， 以 形成 较 长 特性 。 
的 不 连续 螺旋 区 域 ， 然 后 这 些 堆积 的 螺旋 区 域 通 过 形成 附加 的 三 级 结构 相互 靠近 。 

在 此 ， 我 们 仅仅 简略 的 探讨 了 DNA 和 RNA 的 结构 特性 。 我 们 将 在 第 6 章 详 细 讨 
论 在 细胞 中 决定 这 些 关 键 分 子 构 型 的 相互 作用 。 在 本 章 的 其 余部 分 我 们 将 会 重点 关注 影 
吧 香 白质 结构 的 作用 力 。 


蛋白 质 构成 单元 的 化 学 特性 


相对 于 组 成 RNA 或 DNA 的 4 种 核 苷 酸 小 分 子 ， 组 成 蛋白 质 的 20 种 氨基 酸 小 分 子 
各 不 相同 。 氨 基 酸 分 子 的 一 般 结 构 特 性 是 中 心 碳 原子 〈C.) 连接 着 一 个 氢 原 子 、 一 个 
基本 的 氨基 以 及 一 个 送 酸 基 团 ΓΗ͂ 5-3) ， 第 四 个 连接 者 是 被 称 作 R 基 团 CR group) 的 
各 种 不 同 侧 链 。20 种 氨基 酸 的 R 基 团 能 够 以 大 小 、 外 形 和 化 学 成 分 加 以 分 类 (图 5-4). 
酸 碱 性 氨基 酸 


中 性 - 非 极 性 氨基 酸 
甘氨酸 AAR 
(Giy,G) (Ala,A) 
a SIERI a H H 


| poo 
ain: nT 
H Η CH, 


(Val, V) (πει. 
μμ Ἢ H 
| 25 : | | ; 
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| ~、 | 
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H H Η 
L Il Γ | 
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a. |、 bg 
H τ 3 H C 
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„CH 
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5-4 ”存在 于 蛋白 质 中 的 20 种 不 同 氨 基 酸 。 括 号 中 为 氨基 酸 的 缩写 形式 (包括 氨基 酸 的 单字 母 表示 方法 )。 
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R 基 团 主要 分 为 四 类 : 中 性 - 非 极 性 、 中 性 - 极 性 、 酸 性 和 碱 性 。 中 性 - 非 极 性 侧 链 由 简单 
碳 链 或 亡 环 组 成 ， 主 要 以 疏水 作用 相互 接触 ;中 性 - 极 性 侧 链 包 括 羟基 、 琉 基 、 栈 胺 基 
团 和 咪唑 基 团 ， 主 要 形成 氢 键 ;带电 〈 酸 性 和 碱 性 ) 侧 链 包括 基本 的 以 及 衍生 的 氨基 和 
摊 基 ， 形 成 离子 键 和 氧 键 。 四 种 类 型 的 侧 链 都 参与 范 德 华 力 相互 作用 ， 因 为 这 种 相互 作 
用 仅 依 赖 于 原子 的 邻近 ， 而 非 其 各 自 的 化 学 组 成 GE 355}. 
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正如 第 3 草图 3-2 所 言 ， 和 蛋白 质 中 氨基 酸 间 的 主要 共 价 键 是 肽 键 (peptide bond) 
(图 5-5) 。 当 一 个 氨基 酸 的 氨基 与 另 一 个 氨基 酸 的 羧基 基 团 共 价 结合 时 就 会 形成 肽 键 。 
这 种 化 学 键 具有 部 分 的 双 键 特性 。 由 于 这 种 化 学 键 包 含 不 止 一 对 共用 电子 ， 所 以 围绕 其 
进行 旋转 是 不 允许 的 ; 只 有 当 原子 与 一 个 单 键 连接 时 ， 围 绕 其 进行 的 完全 自由 的 旋转 才 
有 可 能 实现 (例如 , 乙 烷 中 的 甲 基 基 团 ，H;C 一 CH3， 围 绕 ο 单 键 旋转 ) 。 相 对 于 
肽 键 而 言 ， 多 肽 骨架 中 的 所 有 其 他 化 学 键 都 是 单 键 ， 人 允许 自由 旋转 。 从 热力 学 上 来 讲 ， 
这 些 化 学 键 能 够 以 无 限 种 可 能 的 构象 存在 ; 然而， 在 蛋白 质 的 真实 情况 中 ， 邻 近 肽 段 间 
的 空间 位 阻 限制 了 它们 的 旋转 。 处 于 同一 平面 的 邻近 肽 键 的 定位 可 由 两 个 键 角 描 述 : Φ 
Ay (E 5-6) 。 在 蛋白质 中 ， 多 肽 骨架 中 的 功能 基 团 间 需 要 尽量 多 的 形成 次 要 化 学 键 并 
同时 尽量 减 小 空间 位 阻 ， 这 一 需要 限定 了 以 上 两 个 键 角 。 


5-6 ”围绕 Co-N 键 和 C.-C 键 旋 转 的 和 下 角 。 阴 影 部 分 表示 肽 
图 5-5 肽 键 。 方 括号 指示 出 由 肽 键 相连 ” 键 所 处 的 平面 。( 来 源 : illustration, Irving Geis. Rights owned by 
的 两 个 氨基 酸 残 基 ， Howard Hughes Medical institute. Not to be reproduced without 


permission. ) 


蛋白 质 具 有 4 级 结构 


逐个 增加 的 氨基 酸 最 终 决定 蛋白 质 的 三 维 结构 或 外 形 。 在 蛋白 质 中 发 现 的 相互 作用 
类 别 可 以 分 为 4 大 类 (图 5-7)。 多 肽 链 中 氨基 酸 的 线性 顺序 是 一 级 结构 (primary 
structure) ， 邻 近 的 氨基 酸 相 互 作 用 形成 二 级 结构 (secondary structure) 。 二 级 结构 的 
元 件 通常 由 这 部 分 氨基 酸 间 的 相互 作用 形成 ， 它 们 构成 多 肽 链 的 骨架 而 非 侧 链 。 正 如 我 
们 将 要 看 到 的 ，a 螺旋 和 8B 折 符 就 是 二 级 结构 元 件 。 这 些 元 件 以 特定 的 规则 相互 接近 形 


分 子 间 和 分 子 内 相互 作用 决定 高 度 有 序 结构 。77 。 


给 定 多 肽 的 三 级 结构 (tertiary structure), 它 是 单条 多 肽 链 的 整体 构 型 。 许 多 蛋白 页 
征 由 多 条 多 肽 链 组 成 的 ， 后 者 BN ae Η Jit WE (protein subunit), 这 些 亚 基 相 互 连 接 的 
则 被 看 作 蛋 白质 的 四 级 结构 (quarternary structure) , 


多 肽 一 级 结构 中 所 包含 的 信息 通常 已 经 足以 决定 其 最 终 的 三 级 结构 ， 这 一 点 已 由 一 
个 经 典 实验 所 证 明 。 在 该 实验 中 ， 一 种 单 链 多 肽 酶 一 一 核糖 核酸 酶 被 置 于 严格 的 条 件 
下 。 在 该 条 件 下 ， 和 氧 键 以 及 其 他 弱化 学 相互 作用 都 受到 影响 ， 导 致 多 肽 的 完全 变性 (或 
去 折合 )。 当 变性 的 核糖 核酸 酶 被 重新 置 于 允许 形成 弱化 学 键 的 条 件 下 时 ， 这 种 酶 迅速 
恢复 其 正常 三 维 结构 和 ΕΝΑ 切割 活性 。 如 何 根据 蛋白 质 结构 设计 实验 的 描述 见 框 5-1。 


一 级 结构 二 级 结构 三 级 结构 四 级 结构 


25-7 组 日 质 结构 的 4 个 层次 。 (来 源 . Adapted from Branden C. and Tooze J. 1999 Introduction to protein 
structure, 2nd edition, p. 3. Fig 1.1.) 
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a 嗓 旋 和 和 B 折 过 是 第 见 的 二 级 结构 形式 


最 稳定 的 多 肽 骨架 排列 方式 是 α 螺旋 。 这 是 一 个 右手 螺旋 ， 沿 着 螺 轴 每 5. 4A 旋转 
一 周 〈 图 5-8)。 和 蛋白 质 偏 爱 这 一 结构 是 因为 多 肽 骨架 具有 适合 的 Φ 和 vy 键 角 ， 使 同一 
条 多 肽 链 的 阁 基 和 亚 氨基 基 团 间 形 成 规则 的 氢 键 模式 成 为 可 能 。 多 肽 骨架 的 氢 键 结合 潜 
能 得 以 充分 发 挥 用 来 稳定 多 肽 的 结构 。 一 条 多 肽 链 精 确 几何 构象 是 由 3. 6 个 氨基 酸 形成 
一 圈 α ΑΕ. ΠΠ ΕΙ ΡΑΕ 4 个 氨基 酸 ， 和 氢 键 就 不 会 排列 的 如 此 整齐 ， 而 骨架 中 的 单 
个 原子 也 不 会 匹配 得 这 么 好 。 

许多 氨基 酸 序列 能 够 形成 a 螺旋 二 级 结构 。 这 是 因为 在 a 螺旋 的 结构 中 ， 几 乎 多 上 肽 
链 中 的 阁 基 和 亚 氮 基 基 团 的 全 部 骨架 原子 间 都 形成 连接 ， 并 以 此 使 结构 稳定 。 唯 一 缺乏 
这 类 原子 的 氨基 酸 是 且 氨 酸 。 由 于 它 的 环 状 化 学 结构 ， 它 不 能 作为 供 体 参与 氨 键 的 形 


图 5-8 ”多肽 链 折 又 形成 o 螺旋 构象 。( 来 源 : Molecular structure adapted from Pauling L. 1960. The nature of 


the chemical bond and the structure of molecules and crystals: An introduction to modern structural chemistry, 
3rd edition, p. 500. Copyright© 1960 Cornell University. Used by permission of the publisher. ) 
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成 ， 而 后 者 正 是 稳定 结构 的 关键 。 因 此 ， 甩 氨 酸 是 一 个 螺旋 断裂 残 基 (helix-breaking 
resldue) 。 念 管 甘氨酸 、 酷 氨 酸 和 丝 氮 酸 的 结构 并 不 妨碍 其 形成 螺旋， 但 它们 很 少 出 
现在 a 螺旋 里 。 从 a 螺旋 是 由 排他 性 的 骨架 间 的 连接 维持 这 一 事实 得 出 的 另 一 结果 是 ， 
侧 链 将 会 由 螺旋 向 四 周 伸展 。 这 使 得 这 些 侧 链 能 够 处 于 一 种 理想 状态 ， 促 进 其 与 蛋白 质 
的 其 他 区 域 或 另 一 个 大 分 子 (如 DNA) 的 相互 作用 。 

第 二 种 常见 的 二 级 结构 元 件 是 B 折 和 (图 5-9)。 与 a 螺旋 不 同 ，8 折 秋 是 多 肽 骨架 
的 一 种 高 度 延 展 形态 。B 折 又 结构 之 所 以 稳定 是 因为 在 这 种 延展 构 型 中 多 上 肽 链 区 域 整齐 
排列 ， 使 得 一 个 β 折 麦 单 链 的 痰 基 能 够 与 相 邻 单 链 的 NH 基 团 形成 氢 键 。 在 典型 情况 
下 ,，B 折 从 的 一 个 区 域 含 有 4 一 6 条 独立 的 多 肽 单 链 〈 每 一 条 构成 一 个 单独 的 B 56), 
每 条 有 8 一 10 个 氨基 酸 的 长 度 。 在 B 折 又 中 ， 相 邻 氨 基 酸 间 具 有 180" 的 旋转 角度 ， 因 此 
它们 各 自 的 侧 链 基 团 处 于 β 折 符 的 异 侧 (图 5-9b) 。 


图 5-9 由 和 氯 键 结合 形成 的 了 B 折 又 。a. 8 折 和 至 的 俯视 图 。 注意 骨架 中 的 氧 原子 和 和 氮 原子 全 都 形成 了 和 毛 键 ; b. β ire 
的 侧面 图 。 该 图 展示 了 侧 链 基 团 的 定位 ， 它 们 交替 处 于 BAO LTA. ARRI Γ BHEARR AR. 
这 里 显示 的 是 反 平行 B8 折 又 (LA 5-10). (来 源 : Illustration, Irving Geis. Rights owned by Howard Hughes 


Medical Institute. Not to be reproduced without permission. ) 


B 折 全 的 两 种 形式 中 有 一 种 占有 绝对 优势 。 这 两 种 形式 的 区 别 在 于 多 肘 链 的 相对 位 
Ἠ (K 5-10)。 在 一 种 形式 中 ， 邻 近 多 肽 链 以 相同 的 氢 端 到 羧 端 方向 排列 形成 平行 
(parallel) β1π8ἒ, 在 为 一 种 形式 中 ， 邻 近 多 肽 链 以 反方 向 排列 构成 反 平行 (antiparal- 
lel) 8 折合 。 尽 管 不 太 常 见 ， 但 确实 存在 同时 具有 平行 和 反 平行 部 分 的 B TE. 7155 
在 平行 还 是 反 平行 的 B 折 县 中 ， 所 有 多 肽 近似 处 于 折 秋 的 平面 中 。 结 构 研 究 表 明 ， 在 大 
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图 5-10 ”两 种 了 折合 类 型 。a. 平行 B 折 三: 图 上 展示 了 和 氢 键 形成 方式 ， 注 意 多 肽 链 以 相同 的 氨基 端 到 羧基 端 方 


JARS; b. ORT RTH: 图 上 展示 了 和 氢 键 形成 方式 ， 注 意 B 折 释 中 的 基本 ΝΗ 和 O 原子 都 以 氢 键 相互 连接 。 
(来 源 : Adapted from Branden C. and Tooze J. 1999. Introduction to protein structure, 2nd edition, p. 19, Fig 


I 
2. 6a and p. 18, Fig 2. 5b. © Garland Science/Taylor & Francis LLC. ) 


多 数 情况 下 ，B 折合 中 的 单独 单 链 趋向 于 沿 着 长 轴 形 成 右手 缠绕 (图 5-11). PW, BH 
警 区 域 不 是 形成 蛋 日 质 的 平面 折 欠 ， 而 是 趋向 于 卷曲 构成 紧密 的 蛋白 质 模 块 。 

为 了 使 重 白 质 能 够 正确 折 共 ， 和 蛋白 质 骨 架 和 侧 链 都 必须 采取 能 够 形成 最 大 的 有 利 的 相 
互 作用 的 构 型 。a 螺旋 和 有 B 折 县 都 是 多 肽 骨架 非常 稳定 的 构 型 。 但 是 为 了 使 每 一 个 侧 链 都 


图 5-11 BbB 折 又 沿 着 长 轴 形 成 右手 缠绕 。 图 上 展示 了 图 5-12 蛋白 质 结构 的 规则 性 和 不 规则 性 。 蛋 白质 骨 
E. er emih en pd 架 〈 绿 色 部 分 ) 的 不 规则 构 型 使 蛋白 质 可 以 与 其 他 区 


质 氨基 端 指向 羧基 端的 箭头 表示 。 (来 源 ， Adapted ” 域 形 成 尽 可 能 多 的 一 级 结构 GREW BOTH, FEH a 
from Branden C. and Tooze J. 1999. Introduction to Babe). AP Aan Ate El 蛋白 的 结构 。 (Enemark 


protein structure, 2nd edition, p. 20, Fig 2.7a. Gar- E.J., Chen G., Vaughn D.E., Stenlund A., and 


land Science/Taylor & Francis LLC. © B. Furugren. ) Joshua-Tor L. ών Mol. Cell. 6. 149.) 镜像 图 用 
MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


氨 键 的 排列 方式 决定 蛋白 质 的 特定 构 型 。81 - 


能 形成 最 大 数量 的 弱化 学 键 ， 蛋 白质 不 得 不 形成 更 多 式样 的 外 形 。 蛋 白质 多 肽 链 的 骨架 趋 
癌 于 形成 "螺旋 或 8 折 和 至 ， 而 侧 链 却 趋向 于 缠绕 骨架 形成 不 规则 构 型 ， 以 此 来 使 其 形成 的 次 
要 化 学 键 达到 最 大 强度 。 蛋 白质 多 肽 链 的 三 维 结构 在 两 者 之 间 采 取 了 折 中 方案 (5-12). 

正如 我 们 将 要 在 下 文 详细 讨论 的 ， 对 蛋白 质 折 释 的 最 有 力 的 影响 因素 之 一 可 以 归结 
于 臣 水 性 〈 非 极 性 ) 氨基 酸 侧 链 包 埋 于 蛋白 质 结构 的 核心 部 分 。 这 使 研究 者 们 预测 ， 在 
水 溶液 中 ， 具 有 大 量 非 极 性 侧 链 的 蛋白 质 将 会 使 其 非 极 性 残 基 内 剑 ， 从 而 比 具有 极 性 基 
团 的 重 日 质 更 加 稳定 。 如 果 我 们 破坏 一 个 由 大 量 分 子 内 氧 键 连接 的 极 性 分 子 ， 那 么 自由 
能 的 下 降 通常 较 小 ， 因 为 极 性 基 团 可 以 转 而 与 水 分 子 形成 氢 键 。 相 反 ， 当 我 们 破坏 一 个 
具有 许多 非 极 性 基 团 的 分 子 时 ， 通 常情 况 下 自由 能 就 会 大 量 释 放 ， 因 为 这 种 破坏 必然 使 
非 极 性 基 团 插入 水 分 子 。 


氨 键 的 排列 方式 决定 蛋白 质 的 特定 构 型 


虽然 稳定 蛋白 质 的 一 部 分 能 量 来 自 于 疏水 相互 作用 ， 但 是 蛋白 质 结构 的 特定 构 型 主要 由 
有 乞 键 决定 。 伴 随 蛋 白质 疏水 性 稳定 作用 的 能 量 没 有 方向 性 ， 而 氢 键 需要 准确 的 键 长 和 键 角 
(图 3-9 和 表 3-3) 。 在 一 般 情 况 下 ， 蛋 白质 内 部 的 所 有 氢 键 供 体 和 受 体 都 具有 合适 的 配 体 . 
作 能 量 上 来 说 ， 蛋 白质 内 部 不 能 形成 氧 键 是 非常 不 利 的 ， 其 数值 为 每 个 氢 键 几 卡 路 里 ， 看 白 
质 中 氧 键 的 重要 作用 在 于 ， 它 不 但 使 正确 的 结构 稳定 ， 而 且 使 不 正确 的 结构 不 稳定 . 

满足 多 肽 骨架 中 所 有 氧 键 供 体 和 受 体 〈 每 个 残 基 两 个 ) 的 必要 性 导致 了 大 多 数 看 白 
质 中 巨大 的 a 螺旋 和 8 折 秋 区域 的 形成 。 一 种 多 肽 需要 而 且 必 须 穿越 某 种 蛋白 质 的 非 水 
溶性 内 部 结构 ， 以 满足 形成 的 氢 键 的 条 件 ， 其 唯一 途径 就 是 形成 规则 的 二 级 结构 。 侧 链 
没有 足够 的 供 体 和 受 体 来 行使 这 一 功能 。 所 以 ， 所 有 的 大 蛋白 质 分 子 都 具有 重要 的 8 折 
BK. a 螺旋 区 或 同时 具有 两 者 。 除 了 数量 较 少 的 二 级 结构 元 件 之 外 ， 能 够 由 这 些 一 2 
后 构 元 件 组 合 而 成 的 蛋白 质 结构 的 种 类 几乎 是 无 限 的 。 即 使 是 完全 由 8 折 秋 或 a 螺旋 组 
成 的 重 日 质 也 可 以 形成 多 种 多 样 的 结构 (图 5-13). 

当然 ， 某 些 肽 段 为 了 允许 其 在 a 螺旋 和 BT BABE (8 单 链 ) 的 未 端 转 角 
(turn)， 必 然 变 得 不 太 规则 。 转 角 是 氨基 酸 形成 的 圈 ， 它 可 以 连接 a 螺旋 和 8 HE. ΙΗ 
在 其 单独 存在 的 情况 下 不 会 表现 出 有 意义 的 二 级 结构 。 转 角 的 长 度 变 化 很 大 ， 可 以 从 几 
个 氨基 酸 到 实际 上 更 长 的 延伸 肽 段 。 然 而 ， 转 角 通 常 相对 较 短 ， 这 可 以 使 伴随 其 形成 而 
产生 的 未 饱和 和 毛 键 的 数量 达到 最 少 (图 5-14). 

态 外 ， 这 些 圈 的 不 规则 结构 在 小 分 子 的 结合 位 点 、 酶 的 活性 位 点 以 及 蛋白 质 -蛋白 
质 相 互 作用 的 分 子 表面 的 形成 中 起 着 决定 作用 。 正 如 我 们 在 本 章 的 剩余 部 分 以 及 本 书 的 
其 他 章节 将 要 讨论 到 的 ， 这 一 点 在 蛋白 质 的 三 维 结构 中 是 显而易见 的 。 


a 赂 旋 相 互 结合 形成 卷曲 螺旋 


许多 多 肽 链 通过 a 螺旋 相互 间 形 成 超 螺旋 而 发 生 相 互 作用 。 典 型 的 情况 是 ， 只 有 当 
一 个 a 螺旋 的 非 极 性 侧 链 的 排列 情况 允许 其 与 男 一 个 螺旋 连接 ， 这 样 的 相互 作用 才能 存 
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图 5-15 多 肽 链 折价。a. 含有 α 螺旋 的 蛋白 质 : 肌 球 蛋白 和 入 受 体 的 N 端 结构 域 ，b. ΠΗ BAUERA: A 
968 A (GFP) 和 YY crystalline; ο. SA a 螺旋 的 入 受 体 的 N 端 结构 域 与 含有 8B 折 县 的 入 受 体 的 C 端 结构 域 
的 比较 。 (a. Vojtechovsky J. , Berendzen J. , Chu K. , Schlichting I., and Sweet R. M. submitted and; Beamer 
L. J. and Pabo C. O. , 1992, J. Mol. Biol. 227: 177; Ὁ. Ormo M. , Cubitt A. B. , Kallio K. , Gross L. A. , Tsien 
R. Y. , and Remington S. J., 1996, Science 273; 1392 and Chirgadze Y.N. , Driessen H. P.C. , Wright G. , 
Slingsby C. , Hay R. E. , and Lindley P. F. , 1996, Acta Crystallographer D. Biol. Crytallogr. 52: 712; ο Bea- 
mer L. J. and Pabo C. O. , 1992, J. Mol. Biol. 227: 177 and Bell C. E. , Frescura P. , and Hochschild A. , 
2000, Cell 101; 801.) 所 有 镜像 图 均 由 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


在 。 螺 旋 的 相互 缠绕 影响 了 a 螺旋 的 非 整数 〈 每 圈 3. 6 个 残 基 ) 特性 。 这 一 特性 使 得 只 
A a 螺旋 以 18 角 平 行 相互 作用 时 ， 侧 链 基 团 才 能 整齐 排列 。 如 果 a 螺旋 仍然 保持 完 
美的 精确 性 ， 它 们 将 只 能 与 极 少 数 残 基 连 接 。 但 是 随 着 左手 超 螺旋 的 形成 ， 整 齐 排列 的 
高 度 稳定 的 卷曲 螺旋 (coiled-coil) 就 产生 了 (图 5-19). 

卷曲 螺旋 的 一 个 具体 例子 是 DNA 结合 蛋白 中 的 亮 氨 酸 拉链 结构 家 族 。 这 类 DNA 结 
合 因 于 具有 两 个 亚 基 ， 后 者 通过 卷曲 螺旋 结构 域 相 互 结合 形成 二 聚 物 。 这 种 卷曲 螺旋 结 


大 多 数 蛋 白质 由 两 个 或 三 个 结构 域 装 配 而 成 。83 。 


5-15 ”酵母 转录 因子 Gcn4 的 亮 氨 酸 拉链 结构 。 亮 氨 酸 拉链 

结构 是 盘 绕 再 盘 绕 〈 见 正文 部 分 ) 的 一 个 例子 。 在 此 ， 我 们 

{ ! KEAN T FEA WR 1ν BE SEK PS fs 侧 视 〈 左 图 ) 和 俯视 
B HERE | B HE 2 ( 右 图 )。 (Ellenberger T. E. , Brandl C. J. , Struhl K. , and 

5-14 ”邻近 的 反 平 行 B 折 到 中 的 发 夹 结 Harrison S.C, , 1992, Cell 71: 1223. ) 镜像 图 由 MolScript、 

构 。 图 中 展示 的 是 一 个 由 两 个 氨基 酸 残 基 构 BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 

成 的 发 夹 结构 的 例子 。 发 夹 结构 (结构 顶端 

的 阴影 部 分 ) 中 的 化 学 键 以 绿色 表示 。 


构 域 补 称 为 亮 氨 酸 拉 链 结构 ， 这 是 因为 在 此 结构 中 亮 氨 酸 或 其 他 具有 脂肪 族 侧 链 基 团 的 
摘 基 酸 ， 如 线 氨 酸 或 异 亮 氮 酸 ， 重 复出 现 。 这 些 亮 氨 酸 以 如 下 所 示 的 规则 模式 出 现 。 如 
ΑΡΑ Τα 螺旋 的 两 个 转角 ， 这 将 代表 一 个 由 大 概 7 个 氨基 酸 所 组 成 的 肽 段 。 脂 肪 族 
拉 基 酸 总 是 定位 于 这 种 肽 段 的 第 一 位 和 第 四 位 。 这 种 定位 确保 a 螺旋 的 一 侧 都 是 脂肪 族 
的 侧 链 ， 因 为 第 一 位 和 第 四 位 都 处 于 螺旋 的 同 侧 。 两 个 邻近 螺旋 的 这 一 侧面 相互 靠近 ， 
使 得 它们 的 玻 水 侧 链 远离 水 溶液 环境 。 


大 多 数 电 和 白质 由 两 个 或 三 个 结构 域 装配 而 成 


可 溶性 蛋白 质 的 亚 基 大 小 差别 很 大 ， 其 组 成 氨基 酸 残 基数 量 可 以 从 少 于 100 个 到 多 
于 2000 个。 形成 折 麦 蛋白 质 的 最 小 多 肽 的 分 子 质量 大 约 为 11kDa (44 100 个 残 基 )， 
但 是 大 多 数 单个 亚 基 的 分 子 质量 介 于 20~70kDa, 

大 于 20kDa 的 蛋白 质 经 常 由 两 个 或 多 个 结构 域 组 成 (图 5-16; 同时 见 框 5-2)。 结 
FIIR (domain) 习惯 上 被 用 来 描述 结构 中 与 其 他 部 分 相对 独立 的 那 一 部 分 ， 该 部 分 看 
上 去 似乎 能 单独 在 溶液 中 保持 稳定 ， 实 际 情况 也 是 如 此 。 通 常情 况 下 ， 一 个 独立 的 结构 
域 是 由 连续 的 氨基 酸 序列 组 成 ， 而 不 是 从 多 肽 链 中 若干 分 离 的 部 分 组 成 。 当 考虑 多 结构 
域 重 日 质 是 如 何 折 笃 时， 这 一 点 是 非常 重要 的 〈 图 13-28). 


图 5-16 ”内 酮 酸 激酶 包含 有 邻近 结构 域 。 该 酶 的 主要 结构 域 分 别 以 青色 、 紫 色 和 红色 表示 。(Allen S.C. and Muir- 
head H. 1996. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallgr. 52: 499. ) 镜像 图 由 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


αλα Ret. rr 
κ (anh) BEMA et dt 


LEH μη, 结 引物 错误 的 he. δ η ος μα κ η να 以 两 本; NR A 
.. .. -在 方案 1 中， 我 的 构建 分 子 ; 在 


PT 都会 号 


ο. na 在 ， 


大 多 数 蛋 白质 由 两 个 或 三 个 结构 域 装 配 而 成 。 85. 


开始 确定 了 大 约 半 打 蛋白质 的 结构 ， 表 明和 蛋白 质 的 折 秋 模式 令 人 眼花 练 乱 ， 以 此 推 
测 必 然 存在 无 限 多 种 蛋白 质 结构 。 现 在 我 们 知道 了 上 千 种 蛋白 质 的 三 维 结构 ， 然 而 多 种 
多 样 的 借 白 质 结构 大 部 分 是 由 数目 相对 较 少 的 结构 域 构成 。 尽 管 确 切 的 数量 无 法 估计 ， 
但 实际 存在 的 独立 的 结构 域 模式 的 数量 要 比 独立 蛋白 质 的 数量 小 若干 个 数量 级 。 

特定 种 类 的 结构 域 模式 经 常 是 与 特定 种 类 的 活性 联系 在 一 起 的 。 一 个 常见 的 模式 被 
PRA DUK RIT (dinucleotide fold)， 因 为 这 一 结构 经 常 在 与 ATP 结合 的 酶 中 被 发 
W (图 5-17)。 这 种 结构 域 具 有 处 于 中 心 部 分 的 平行 B 折 对 和 处 于 两 侧 的 a 螺旋， 并 通 
过 该 第 构 结 合 ATP。 核 苷 酸 结合 位 点 在 B 折 释 的 Ὁ 端 。 不 同 之 处 在 于 a 螺旋 的 数量 和 
具体 排列 方式 以 及 稍 加 补充 的 8 折 秋 的 次 序 。 具 有 相似 结构 的 同 源 结 构 域 在 许多 不 同 蛋 
日 质 中 形成 相同 的 功能 。 


图 5-17 结合 ATP 的 酶 。 红 色 箭 头 指 出 结合 于 各 自 结构 中 的 ATP 分 子 。a. RecA; b. DnaA。 (a. Story R. Μ. 
and Steitz T. A. 1992, Nature 355. 374; b. Erzberger J. P. , Pirruccello M. M. , and Berger J. M. , 2002, EMBO 
J. 21. 4763-4773. ) 镜像 图 由 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


蛋白 质 的 不 同 功能 来 自 于 结构 域 组 合 的 多 样 性 


不 同 规格 的 计算 机 能 够 由 合适 的 组 成 模块 装配 而 成 ， 与 此 类 似 ， 蛋 白质 功能 的 多 样 
性 似乎 来 目 于 其 模块 化 的 构成 。 在 此 我 们 可 以 给 出 众多 的 实例 。 例 如 ， 自 然 界 存在 许多 


«86. ROR 弱 键 和 强 键 决定 大 分 子 的 结构 


对 应 于 不 同 特定 底 物 的 脱氧 酶 。 每 种 酶 都 具有 两 个 结构 域 ， 一 个 是 普通 的 结合 辅酶 
NAD 的 双核 萌 酸 结合 结构 域 ， 另 一 个 是 具有 催化 位 点 的 底 物 结合 结构 域 。 在 不 同 脱毛 
酶 中 ， 后 者 的 结构 有 很 大 变化 。 

垃 控 基因 表达 的 阻 过 蛋白 和 活化 蛋白 是 模块 化 构成 的 男 一 个 实例 。E. coli 的 Lac BAIS 
生日 和 新 陈 代谢 副 产 物 基因 活化 蛋白 (第 16 章 ) (CAP) 都 具有 多 个 结构 域 。CAP 的 结晶 
结构 表明 它 具 有 两 个 结构 域 : 较 大 的 结构 域 在 其 内 部 结合 一 分 子 的 环 状 AMP， 而 较 小 的 
Zi PUA A REE HY) DNA 序列 (图 5-18). Æ CAP 的 cAMP 结合 结构 域 和 依赖 CAMP 的 蛋 
日 激酶 的 调控 亚 基 之 间 存 在 着 明显 的 氨基 酸 序列 的 相似 性 ， 这 表明 两 种 蛋白 质 的 CAMP 结 
合 结构 域 来 自 相 同 前 体 。 在 CAP 中 ，cAMP 结合 结构 域 与 DNA 结合 结构 域 相 连 ， 因 此 
cAMP 水 平 的 变化 调控 着 转录 水 平 。 在 激酶 中 ，cAMP 结合 结构 域 调控 着 参与 酶 联 放 大 反 
应 的 一 连 串 酶 中 第 一 个 酶 的 活性 ， 这 一 反应 导致 了 体内 储存 糖 原 的 裂解 。 

TE Lac 阻 歇 重 白 这 一 实例 中 ， 该 蛋白 质 还 拥有 一 个 DNA 结合 结构 域 和 另 一 个 结合 乳 
粮 的 结构 域 。 该 Lac 阻 遏 蛋 白 的 DNA 结合 结构 域 与 CAP 十 分 相似 ， 然 而 其 相连 的 另 一 结 
构 域 一 一 Lac 阻 遏 蛋白 的 乳糖 结合 结构 域 和 CAP 的 cAMP 结合 结构 域 ， 却 有 很 大 的 不 同 。 


5-18 结合 有 cAMP 的 CAP 复合 物 与 弯曲 的 DNA 相互 作用 。 以 青色 表示 的 CAP 中 较 大 的 结构 域 
与 环 状 AMP 结合 ， 后 者 处 于 结构 域 的 中 心 部 分 ， 以 红色 和 黄色 表示 。 较 小 的 DNA 结合 结构 域 (ΞΕ 
色 部 分 ) 识别 特定 的 DNA 序列 〈 双 螺旋 以 红色 和 灰色 表示 )。 (Schultz S.C. Shields G. C. and 
Steitz T. A. 1999, Science 253:1001. ) 镜像 图 由 MolScript、BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


弱化 学 键 决定 蛋白 质 在 DNA 和 RNA 分 子 上 的 正确 位 置 


DNA 和 丝 合 红 白 介 导 了 生物 学 中 许多 重要 的 生物 过 程 。 将 这 些 蛋 白质 与 DNA 连接 
在 一 起 的 化 学 键 仍 然 是 那 几 类 弱化 学 键 ， 正 是 它们 使 蛋白 质 、DNA 和 RNA 拥有 了 各 
日 独特 的 三 维 结构 。 占 DNA 结合 蛋白 最 大 部 分 的 那 类 和 蛋白质 在 包 庄 和 压 紧 大 量 DNA 
的 过 程 中 起 着 结构 性 的 作用 ， 而 这 一 过 程 对 细胞 来 说 是 必需 的 。 例 如 ， 人 类 细胞 的 细胞 


弱化 学 键 决定 蛋白 质 在 ΝΑ 和 RNA 分 子 上 的 正确 位 置 。87 。 


核 直 径 仅 有 10um (10-m) 却 包 含有 几乎 2m 长 
的 双 链 DNA (第 7 章 )。 

和 集 日 质 有 许多 方法 来 识别 DNA。 某 些 蛋 白 
质 -DNA 相互 作用 只 对 特定 的 DNA 序列 起 作用 ， 
而 为 一 些 却 对 处 于 特定 构 型 的 DNA 更 具 选 择 性 。 
例如 ， 在 DNA 复制 或 重组 过 程 中 ， 如 果 细 胞 内 
的 DNA 没有 受伤 ， 单 链 DNA 会 迅速 被 单 链 
DNA 46478H (SSB) 结合 。 这 些 蛋 白质 的 结合 
不 太 依 赖 于 DNA 序列 的 特异 性 ， 而 是 对 单 链 和 图 5-19 单 链 DNA 结合 蛋白 (SSB) 和 单 链 
双 链 DNA 的 区 别 具 有 高 度 选 择 性 。 为 了 达到 这 DNA 相互 作用 。SSB 以 灰色 表示 ， 而 单 链 
PIE, SSB ALBE DNA 各 的 主要 的 相互 作 INAMEBAS. 3 Κων 
用 下 克 酸 盐 骨架 上 的 离子 键 或 氧 键 相 互 作用 ， 或 Nature Structural Biology，8: 648.) 镜像 图 由 
者 是 碱 基 间 庞大 的 环 状 侧 链 (如 Tyr πὲ Trp) 的 Molscript. BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 
插入 作用 (图 5-19). 

我 们 将 要 在 本 书 中 探讨 的 大 多 数 DNA 结合 蛋白 识别 双 链 DNA 中 的 特定 DNA 序 
列 。 这 类 和 蛋白 质 经 常 参与 选择 基因 组 中 的 特定 序列 作为 转录 或 复制 的 起 始 位 点 ,或 者 参 
与 其 他 DNA 的 加 工 。 实 际 上 ，2%~3% 的 原核 细胞 蛋白 质 和 6%~7% 的 真 核 细 胞 蛋白 
质 已 知 是 ， 或 者 被 预测 是 序列 特异 性 的 DNA 结合 蛋白 。 蛋 白质 识别 特定 DNA 序列 的 
最 通 前 的 机 制 为 c 螺旋 对 DNA 中 所 谓 的 大 沟 的 插入 〈 图 5-20) 。 正 如 在 图 5-2 中 显示 的 
以 及 在 图 6-1 中 明确 展示 的 ， 双 螺旋 具有 一 个 宽 的 沟 ， 即 大 沟 ， 和 一 个 罕 的 小 沟 。 将 a 
螺旋 插入 大 沟 以 此 来 识别 是 有 利 的 ， 有 以 下 几 个 原因 。 

1. 大 沟 的 宽度 和 深度 对 a 螺旋 的 尺寸 都 非常 适合 ， 使 DNA 和 大 约 半 个 a 螺旋 弱 相 
互 作 用 得 以 形成 。 

2. 大 沟 宇 含 位 于 碱 基 边 缘 的 氧 键 受 体 和 供 体 
(图 6-10) 。 更 重要 的 是 ， 对 每 个 碱 基 对 来 说 ， 和 氢 键 
元 件 的 模式 都 各 不 相同 。 这 使 得 氨 键 供 体 和 受 体 的 
模式 可 以 作为 DNA 序列 的 密码 ， 运 用 同样 的 方 
法 ， 碱 基 对 间 的 氨 键 保证 了 DNA 杂交 过 程 中 互补 
DNA 序列 的 正确 识别 。 一 幅 大 沟 中 每 一 对 碱 基 对 
的 氧 键 供 体 和 受 体 残 基 的 模式 的 图 清楚 地 表明 了 每 
对 碱 基 对 的 模式 区 别 (图 6-10)。 注 意 ， 并 非 仅 是 
Pe A G : C 碱 基 对 能 够 容易 地 与 A : TRÆNA, 
— ΜΓ A:T 与 T:A 和 G:C 与 C:G 同样 能 够 被 区 分 。 
图 5-20 入 阻 遏 蛋白 单 体 的 识别 螺 旅 与 DNA 相反， 小 沟 中 的 碱 基 对 模式 只 能 提供 很 少 的 信息 ， 
操作 子 的 大 沟 的 相互 作用 。 ORD: Adapted 通常 只 能 将 G:C 与 A: 丁 分 开 。 
from Jordan S.R., and Pabo C.O., 1988, 3. a 螺旋 具有 偶 极 子 ， 这 使 其 N 端 带 有 正 电 
Structure of the lambda complex at 2.5 A res- 荷 。 这 一 正 电荷 未 端 经 常 与 靠近 大 沟 的 磷酸 赴 骨 可 
olution. Science 242: 893-899.© AAAS, ) 产生 弱 相 互 作用 
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螺旋 -转角 -螺旋 模式 是 第 一 个 被 确认 的 参与 序列 特异 的 DNA 结合 的 蛋白 质 模 式 。 
这 种 模式 由 两 个 被 一 个 短 的 转角 所 分 隔 的 相 邻 a 螺旋 所 组 成 (图 5-20 和 图 5-21) 。 一 个 
a 螺 放 ， 被 称 为 识别 螺旋 (recognition helix)， 负 责 DNA 的 识别 ; 另 一 个 a 螺旋 与 前 者 
大 概 成 直角 。 尽 管 这 两 个 a 螺旋 构成 了 DNA 识别 模式 的 核心 部 分 ， 螺 旋 -转角 -螺旋 
DNA 结合 和 集 日 的 其 他 邻近 区 域 通常 起 到 稳定 这 两 个 a 螺旋 的 排列 方式 和 结合 DNA 的 
作用 。 其 他 DNA 结合 模式 也 将 α 螺旋 插入 到 大 沟 中 ， 如 锌 指 和 亮 氨 酸 拉 链 DNA 结合 
模式 (我 们 将 在 第 17 章 讨论 )。 

BIA a 螺旋 是 特异 性 的 识别 DNA 的 优势 型 ， 而 有 些 蛋 白质 运用 的 则 是 不 同 的 策 
略 。 其 中 一 个 极端 的 例子 在 TATA 结合 蛋白 (TBP) 中 被 发 现 。 在 许多 真 核 启 动 子 中 
该 重 日 质 决定 了 转录 起 始 的 位 点 (第 12 章 )。TBP 运用 8B 折 等 的 一 个 延伸 区 域 识 别 所 
请 的 TATA ERA (图 5-22) 。 因 此 ， 在 本 例 中 ， 我 们 看 到 了 8B 折 丢 的 使 用 而 非 a HB 


图 5-21 入 阻 歇 蛋白 -操作 子 复 合 物 的 几何 构 型 。 图 中 
展示 了 两 个 与 操作 子 结合 的 入 阻 抑 物 单 体 ， 每 一 单 体 中 
的 螺旋 都 以 1 一 5 标记 。 正 如 在 图 5-20 中 展示 的 那样 ， 


螺旋 3 插入 到 了 大 沟 中 。 (来 源 : Adapted from Jordan 
S. R. , and Pabo C. O. , 1988. Structure of the lambda 
complex at 2.5 Å resolution. Science 245. 893-899, 
Fig. 2b.@ AAAS, ) 


5-22 TBP-TATA 框 复合 物 的 结构 。TBP 的 骨架 在 
图 的 上 方 以 紫色 表示 ; 其 下 的 DNA 双 螺 旋 以 灰色 和 玫 
瑰 色 表示 。 (Nikolov D. B., Chen H. Halay E. D., 
Usheva A. A., Hisatake K. , Lee D. K., Roeder R. 
G. , and Burley S. K. 1995. Nature 377:119. ) 镜像 
图 由 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 ， 图 
中 两 侧 延 伸 的 DNA 模型 由 Leemor Joshua-Tor 制作 。 


蛋白 质 治 DNA 扫描 寻找 特定 的 DNA 结合 位 点 


许多 DNA 结合 蛋白 除了 与 它们 各 自 的 识别 位 点 的 特定 碱 基 对 结合 以 外 ， 还 可 以 与 
DNA 骨架 形成 牢固 的 结合 。 介 导 这 种 骨架 结合 的 是 那些 带 正 电 的 氨基 酸 补 丁 ， 它 们 的 


弱化 学 键 决定 蛋白 质 在 DNA 和 RNA 分 子 上 的 正确 位 置 。89 。 


定位 非常 接近 结合 碱 基 对 的 氨基 酸 。 这 种 连接 主要 依赖 于 这 些 正 电 性 补丁 和 负电 性 的 
DNA 磷酸 盐 骨 架 间 的 静电 吸引 力 。 由 于 磷酸 盐 骨 架 具 有 与 序列 无 关 的 相似 的 负电 性 表 
面 ， 所 以 这 种 蛋白 质 -DNA 骨架 结合 同时 促成 了 蛋白 质 对 DNA 的 特异 的 以 及 非特 异 的 
牢固 亲 和 性 。 因 此 ， 即 使 是 高 度 特 异性 的 DNA 络 合 和 量 白 也 会 与 非特 异性 的 DNA 位 点 
具有 牢固 的 亲 和 人 性 。 

例如 ， 某 些 已 经 详细 研究 的 基因 表达 调控 子 (如 前 面 提 到 的 乳糖 阻 歇 蛋白 ) 对 其 识 
别 序列 的 亲 和 性 比 它们 与 非特 异性 DNA 的 亲 和 性 要 提高 大 约 105 倍 。 所 以 ， 在 细胞 中 
MFR EE ABR TEAS A 以 外 还 与 相当 数量 的 非特 异性 位 点 结合 。 这 是 
因为 与 特异 性 位 点 相 比 ， 非 特异 性 位 点 的 数量 要 大 的 多 。 实际 上 ， 基因 组 中 的 每 个 核 苷 
酸 都 能 被 作为 一 个 潜在 的 (几乎 总 是 非特 异性 的 ) 结合 位 点 。 所 以 ， 在 E.coli 中 将 会 
有 大 约 5X105 个 非特 异性 的 结合 位 点 ， 因 为 它 的 环 状 基因 组 有 大 约 5 义 10 bp。 因 此 ， 
即使 特异 性 与 非特 异性 的 DNA 结合 亲 和 性 的 比率 很 高 (10° 倍 )， 非特 异性 与 特异 性 的 
结合 位 点 的 比率 更 高 (5X10s 4%), 这 一 比较 解释 了 为 何 细胞 不 得 不 具有 多 个 阻 坎 蛋 白 
的 拷贝 ， 以 保证 对 特异 的 调控 DNA 结合 位 点 的 持续 占据 。 在 这 种 情况 下 ， 大 多 数 的 阻 
多 和 集 日 分 子 都 与 非特 异性 位 点 结合 了 。 

非特 异性 的 蛋白 质 -DNA 相互 作用 不 仅仅 是 在 DNA 识别 过 程 中 蛋 日 质 运 用 DNA 
FAR ie ΒΗ PE ΠΠ A a SR GE HR. | 人们 确信 这 种 相互 作用 提高 了 一 个 给 特定 调控 蛋白 寻找 其 正 
确 靶 点 的 速度 。 由 于 非特 异性 结合 蛋白 质 的 静电 相互 作用 ， 它们 被 迫 沿 着 DNA 线性 迁 
移 ， 而 不 是 简单 的 在 DNA 上 跳跃 。 这 种 迁移 允许 DNA 结合 蛋白 在 寻找 ”特异 性 结 
合 位 点 的 过 程 中 随机 搜索 结合 位 点 。 由 于 被 限定 为 线性 运动 ， 集 日 质 会 比 它们 在 细胞 中 
目 由 迁移 更 快 的 速度 抵达 靶 位 点 。 

一 小 部 分 DNA 结合 蛋白 并 不 是 在 DNA 上 简单 的 扩散 ， 相 反 ， 它 是 沿 着 DNA 主 
动 地 移动 。 在 DNA 的 复制 、 修 复 和 重组 过 程 中 ， 这 些 蛋 白质 通过 沿 着 DNA 的 方向 性 
的 移动 完成 重要 的 功能 (第 8、9、10 章 ) 。 因 为 这 种 运动 是 有 方向 性 的 ， 它 需 要 能 量 供 
给 。 所 以 ， 这 类 蛋白质 水 解 ATP 来 指导 其 DNA 结合 过 程 中 的 变化 ， 


Ἐς IRR A] RNA 的 不 同 策略 


如 前 所 述 ，RNA 与 DNA 相 比 具 有 更 多 的 结构 类 型 。RNA 结合 蛋白 在 RNA 的 功 
能 中 扮演 着 多 种 角色 ， 从 ΕΝΑ 的 稳定 到 酶 催化 加 工 。 几 种 与 其 靶 分 子 结合 的 RNA 结 
合 蛋 白 的 结构 显示 它们 具有 不 同 的 蛋白 质 -RNA 识别 策略 ， 

ACHE RNA 结合 蛋白 特异 性 地 与 双 链 RNA 相互 作用 。 在 这 类 例子 中 ， E A ΠΠΊΠΉΙ 
那些 将 RNA 与 DNA απ HEAD KARE. Gil, 2 -BEE 的 存在 就 是 RNA 的 一 
个 明显 的 区 分 特征 。 与 此 类 似 的 特征 还 有 ，RNA 大 多 形成 A 型 螺旋 (第 6 Μπ), ， 这 种 
螺旋 具有 上 比 B 型 螺旋 更 深 更 窗 的 沟 。 与 上 文 讨 论 的 DNA 结合 蛋白 相反 ， 这 类 和 蛋白 质 并 
不 证 通过 将 a 螺旋 区 域 插 人 到 RNA 的 沟 中 来 识别 核酸 的 ， 

许多 重要 的 与 RNA 分 子 结合 的 RNA 结合 蛋白 并 非 处 于 规则 的 螺旋 构 型 这 些 和 蛋白 
质 也 包括 在 转录 和 RNA 加 工 过 程 中 与 信使 RNA 分 子 相互 作用 的 蛋白 质 . 同样 地 ， 剪 接 
和 翻译 RNA 的 机 器 具有 由 RNA 和 和 蛋白 质 复合 体 而 成 的 亚 基 (第 13 章 和 第 14 Ta 
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RNA 识别 结构 域 (RNA-recognition motif，RRM， 也 称 为 核糖 核 重 日 ，ribonu- 
clear protein motif, RNP motif) 是 与 RNA 特异 性 识别 有 关 的 最 常见 的 蛋 日 结构 域 ， 
RRM 由 80 一 90 个 氨基 酸 组 成 ， 形 成 一 个 四 链 的 反 平 行 BA (sheet) 和 与 之 方 回 相 
反 的 两 个 a 螺旋。 该 种 排列 使 得 该 结构 域 具有 变换 αβ 拓扑 结构 的 特性 。 该 种 结构 域 的 
一 个 常见 例子 是 UlA BA. BEAMS Ul {RNA (snRNA) 相互 作用 ， 同 时 剪 切 
ΕΝΑ 转录 体 (第 13 章 ); UIA: ULASnRNA 复合 物 的 结构 如 图 5-23 Prax. UIA 的 
RNA 结合 表面 的 形状 对 该 种 RNA 是 特定 的 。 


5-23 ”剪接 体 蛋 白质 -RNA 复合 物 的 结构 : ULA 结合 于 UL snRNA 的 开 型 发 夹 结 构 。 和 蛋白 质 以 灰 
fa, #278, Ul snRNA 以 绿色 表示 (Oubridge C. , Ito N. Evans P. R., Teo C. H., and Nagai K. 
1994, Nature 372: 432.) 镜像 图 由 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


现在 多 种 RRM MAME AI. KERMA. Boe SS RNA {Πλ}, È 
其 是 其 中 的 三 个 氨基 酸 残 基 与 RNA 特定 接触 : ΗΝ ἘΞΑ [ὲ AS EIR A RIE EE 
桥 ， 两 个 芳香 族 氮 基 酸 残 基 与 核 苷 酸 形 成 紧密 相互 作用 。 

单独 的 RRM 能 够 识别 相对 较 短 的 RNA 区 域 (通常 短 至 4 个 ， 最 长 8 TRAM. 
因此 ， 通 常识 别 RNA 的 蛋白 质 运 用 多 个 RNA 识别 结构 域 实现 功能 。 如 图 所 示 ，U1A 
仅仅 是 两 个 RRM 结构 域 的 其 中 之 一 。 在 一 些 蛋 白质 中 ， 三 到 四 个 结构 域 会 共同 作用 以 
增强 ΕΝΑ 结合 的 亲 和 人 性 与 特异 性 。 除 RRM 外 ， 还 存在 另外 一 些 ΕΝΑ 识别 结构 域 。 
因此 ， 图 5-24 展示 了 一 系列 包含 RNA WRIA SAM. 

正如 我 们 已 经 提 到 的 ，RNA 识别 对 于 转录 和 剪 切 十 分 重要 ; 但 对 于 基因 表达 和 
RNA 进程 的 其 他 方面 同样 至 关 重 要 。 例 如 第 18 章 将 要 讨论 的 基因 表达 的 调控 。 这 部 分 
是 通过 RNA 自身 实现 的 ， 比 如 microRNA fil siRNA 介 导 的 RNA 干扰 (RNAi)。 我 们 
将 具体 讨论 通过 Dicer 蛋白 调控 的 RNA 识别 和 通过 PAZ 结构 域 调控 的 Argonaut E A 
( 见 图 5-24). 
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图 5-24 ”蛋白质 中 的 RNA 结合 结构 域 。 一 些 RNA 结合 蛋白 家 族 的 实例 。 如 图 所 示 ， 不 同 蛋 白 的 结构 域 的 类 
型 、 数 目 和 排列 均 有 所 不 同 。 图 中 还 标 出 了 其 他 功能 结构 域 。 许 多 该 类 蛋白 将 在 后 续 音节 再 次 提 及 ， 如 转录 
CTF IIA, PABP #1 NusA), 399) (CULA 和 U2A) 以 及 RNR 调控 (Dicer). 不 同 结 构 域 以 彩色 方 框 显示 : 
RNA 调节 结构 域 (RRM， 最 常见 的 结构 域 )、K 同 源 结构 域 KH， 能够 结合 单 链 ΕΝΑ 和 DNA). dsRBD 
(不 依赖 序列 的 dsRNA 结合 结构 域 ) 以 及 锌 指 结构 域 (ZnF) 。 酶 活 结构 域 以 及 一 些 不 常见 的 结构 域 也 一 同 列 
Ho PABP, poly (A) 结合 结构 域 ， PTB， 结 合 Polypyrimidine-tract; R/S， 富 含 精 氨 酸 和 丝氨酸 的 结构 域 ， 
SF1， 剪 切 因 子 -1，TTP，tristeraprolin，U2AF，U2 auxilliary 因子 (48 Lunde B M et al. 2007 Nat. Rev. 
Mol, Biol. 8. 479, Fig. 1. Θ Macmillan, 经 许可 重 绘 ) 


变 构 : 通过 改变 蛋白 质 的 外 形 调节 其 功能 


不 论 征 小 分 子 还 是 大 分 子 〈 配 体 ) ， 与 蛋白 质 的 结合 都 会 引起 其 构 型 的 实质 性 改变 . 
这 类 配 体 引起 的 构 型 改变 能 够 具有 多 种 效果 ， 也 许 是 增加 该 蛋白 质 对 第 二 个 配 体 的 亲 和 
性 ， 也 许 是 将 蛋白 质 的 酶 学 活性 打开 或 关闭 。 这 就 是 变 构 调 控 (allosteric regulation), 
征 生物 系统 中 的 普遍 调控 机 制 .“ 变 构 ” 的 意思 是 “其 他 外 形 ”， 其 基本 机 制 如 下 所 述 ， 
第 合 于 和 蛋白质 某 一 位 点 的 配 体 改变 了 这 个 蛋白 质 的 外 形 ， 作 为 这 种 改变 的 结果 ， 该 蛋白 
质 其 他 部 位 的 活性 位 点 ,或 男 一 个 结合 位 点 ， 被 改变 以 增加 或 减 小 其 活性 (图 5-25). 
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酶 - 底 物 复合 物 


图 5-25 酶 活性 的 变 构 调 节 。(a)〉 酶 的 正 调 控 。 调 节 因 子 的 结合 引起 酶 形状 的 改变 ， 从 而 可 见 结合 
RØ. (Ὁ) 酶 的 负 调 控 。 这 种 情况 下 ， 调 节 因 子 的 结合 锁定 了 酶 的 形状 ， 从 而 不 能 结合 底 物 。 


党 到 如 此 调控 的 蛋 日 质 的 实例 从 新 陈 代谢 的 酶 类 到 转录 调控 蛋白 广泛 存在 。 

配 体 ， 也 被 称 为 变 构 受 动 器 (allosteric effector) ， 经 常 是 小 分 子 一 一 糖 类 或 氨基 
酸 。 但 是 一 个 给 定 蛋 白质 的 变 构 调 控 同 样 能 由 另 一 个 蛋白 质 的 结合 所 介 导 ， 在 某 些 情况 
下 ， 极 为 相似 的 作用 能 够 被 调控 蛋白 中 一 个 单独 氨基 酸 残 基 的 酶 促 修 饰 所 激发 。 我 们 将 
在 本 节 中 看 到 所 有 这 3 种 变 构 调 节 机 制 的 举例 。 


通过 小 配 体 、 和 蛋白 质 -蛋白质 相互 作用 和 和 和 蛋白质 修 饰 等 例子 了 解 变 构 调 控 的 
结构 基础 


在 此 ， 我 们 具体 考虑 3 种 变 构 调控 机 制 的 结构 基础 。 首 先 ， 转 录 调 控 子 的 DNA 结 
合 活性 被 小 分 子 对 其 的 结合 所 调节 ; 其 次 ， 我 们 将 看 到 和 蛋白质- 蛋白 质 相 互 作 用 以 及 蛋 
日 质 磷 酸化 作用 是 如 何 介 导 了 一 个 参与 细胞 分 裂 的 酶 的 变 构 调控 。 

小 分 子 受 动 器 : 由 异 乳糖 调控 的 Lac 阻 遇 蛋白 E. coli 的 ἰαεἰ 基因 编码 了 乳糖 阻 
JHA (Lac), APA RIKER 16 章 具 体 讨 论 ) 由 变 构 作用 调控 一 一 实际 上 ，， 
它 是 最 时 被 定义 的 变 构 调控 DNA 结合 蛋白 的 实例 之 一 。 该 蛋白 质 参 与 基因 调控 ， 当 它 
结合 到 DNA 上 时 ， 可 以 阻止 基因 的 转录 ， 该 基因 的 转录 是 细胞 利用 乳糖 作为 碳 源 所 必 
需 的 。 但 是 ， 当 环境 中 存在 乳糖 时 ， 这 种 糖 的 一 种 特殊 形式 (B-1-6-allolactose) 诱导 了 
乳糖 基因 的 表达 。 这 种 异 乳 糖 诱 导 物 通过 直接 与 Lac 阻 遏 蛋白 结合 并 使 后 者 与 DNA 的 
结合 不 稳定 来 行使 其 功能 。 | 

结构 分 析 表 明 ， 与 诱导 物 结合 后 Lac 阻 歇 蛋白 改变 了 外 形 [这 些 结构 研究 使 用 了 人 
工 诱导 物 分 子 异 两 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 (IPTG)]。 随 后 这 种 外 形 改变 解释 了 为 何 该 蛋白 
质 的 DNA 结合 活性 减弱 了 。Lac 阻 遏 蛋白 是 一 种 大 和 蛋白质 (155kDa 的 四 聚 物 )， 具 有 
参与 DNA 结合 作用 、 蛋 白质 多 聚 作 用 以 及 诱导 物 结合 作用 的 不 同 结构 域 。 该 蛋白 质 的 
N Sia DX Jah (1-49 位 氨基 酸 残 基 ) 是 一 个 螺旋 -转角 -螺旋 模式 ， 正 如 我 们 在 阻 遏 蛋白 
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的 例子 中 看 到 的 ， 该 区 域 特异 性 的 结合 于 启动 子 调控 区 域 的 DNA 的 大 沟 。 该 区 域 的 邻 
近 部 分 是 男 一 个 附加 螺旋 ， 被 称 作 贸 链 螺 旋 (hinge helix)， 后 者 与 小 沟 相 互 作用 。 相 
对 的 ， 谤 导 物 结合 口袋 处 于 大 的 核心 结构 域 的 中 心 部 分 (由 第 62~333 位 氨基 酸 残 基 构 
成 )。 

将 LacI 与 DNA 结合 时 的 结构 和 不 与 DNA 结合 (与 诱导 物 结合 ;时 的 结构 相 比 
Bo 我 们 可 以 看 出 为 何 这 两 种 状态 是 如 此 严格 的 相互 排斥 。 与 诱导 物 的 结合 引起 了 大 的 
核心 结构 域 中 Ν 端 部 分 排列 的 扭曲 。 随 之 ， 这 种 构 型 改变 破坏 了 铵 链 螺旋 的 结构 ， 从 
MAII T- DNA 的 结合 作用 ; 邻近 的 螺旋 -转角 -螺旋 结构 域 的 结构 被 赋予 了 更 多 的 柔 
茹 性 ， 这 一 改变 会 降低 蛋白 质 对 其 特异 性 的 DNA 结合 位 点 的 亲 和 性 (图 5-26). 


5-26 Lac 阻 遇 组 白 的 变 构 改 变 。 图 中 每 一 部 分 展示 的 都 是 一 个 Lac 阻 歇 蛋白 的 二 
AVE, a 上 图 展示 的 是 诱导 物 -Lac 阻 过 蛋白 复合 物 的 二 聚 体 。 与 诱导 物 的 结合 导致 
结构 的 改变 ， 从 而 降低 了 阻 遏 蛋白 对 操作 子 的 亲 和 性 ; υ. 下 图 展示 的 是 缺少 诱导 物 
HRE. ERPE, KERER, Ν 端 结构 域 与 操作 子 序列 结合 。 ORM. 
Adapted, with permission, from Lewis Μ. et al. 1996. Science 271. 1247-1254, Fig 
12.© AAAS. ) 


天 人 冬 毛 酸 氨 甲 酰 基 转 移 酶 由 其 配 体 一 一 CTP 介 导 的 变 构 修 饰 提供 了 另 一 个 小 分 子 
26 5} ar SEB CAN 5-27) 。 在 该 例 中 ， 配 体 诱发 了 蛋白 质 四 级 结构 的 明显 改变 。 


变 构 οι, 
ΜΝ 活性 位 点 


图 5-27 由 CIP 介 导 的 天 冬 氨 酸 氨 甲 酰基 转移 酶 (ATCase ) 的 变 构 修 饰 。 
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蛋白 质 受 动 器 : 由 细胞 周期 蛋白 介 导 的 Cdk 的 活化 ”我们 现在 转 而 讨论 另 一 种 变 
构 调 控 ， 它 是 通过 酶 与 其 调控 蛋白 间 的 相互 作用 实现 的 。 这 种 酶 〈 被 称 为 Cdk2) 是 
依赖 于 细胞 周期 蛋白 的 激酶 (Cdk) 家 族 的 一 员 。 这 类 激酶 调控 细胞 周期 ， 它 只 有 与 
饺 称 作 细 胞 周期 蛋白 的 调控 蛋白 形成 复合 物 才 能 具有 活性 。 与 第 二 种 蛋白 质 的 结合 
诱导 了 它 构 型 的 改变 ， 从 而 改变 了 Cdk2 活性 位 点 周围 的 结构 ， 也 激活 了 它 的 功能 。 
由 邻近 的 特定 苏 氨 酸 残 基 的 克 酸 化 所 诱导 的 进一步 的 构 型 变化 进一步 激活 该 酶 (如 
下 所 述 )。 

与 细胞 周期 蛋白 结合 所 介 导 的 变 构 过 程 的 具体 结构 细节 已 经 被 确定 了 。 不 与 细 
Ra a GAY Cdk2 的 结构 看 上 去 与 其 他 激酶 没有 什么 不 同 。Cdk2 结构 中 的 两 
个 部 分 对 其 调控 尤为 重要 : 一 个 是 被 称 为 PSTAIRE 螺旋 (PSTAIRE helix) 的 a #2 
Es FI— “PS FERPA T WBMES (T loop) 的 贸 链 区 ; 两 者 的 定位 都 邻近 于 激酶 的 活 
性 位 点 。 

与 细胞 周期 蛋白 的 结合 诱导 Cdk2 的 工 噜 喉 环 和 了 PSTAIRE 螺旋 所 在 位 置 发 生变 构 
改变 (图 5-28) 。 在 没有 结合 细胞 周期 蛋白 的 情况 下 ， 噜 吗 环 定位 于 活性 位 点 的 人口 而 
Rae WIAD CAL 5-28a) 。 在 此 构 型 中 ， 一 个 对 催化 起 决定 性 作用 的 谷 氨 酸 残 基 处 
于 活性 位 点 的 外 侧 ， 与 细胞 周期 蛋白 的 结合 导致 螺旋 向 活性 位 点 移动 ， 使 得 该 谷 氨 酸 残 
基 能 够 参与 催化 作用 (图 5-28b) 。 与 细胞 周期 蛋白 的 结合 同样 使 噜 吗 环 从 活性 位 点 的 
入 口 离 开 ， 使 得 蛋白质 底 物 能 够 进入 活性 位 点 。 

作为 受 动 器 的 磷酸 化 ， 由 CAK 介 导 的 Cdk 的 活化 ”正如 我 们 刚刚 看 到 的 ，Cdk 通 
过 与 细胞 周期 蛋白 结合 而 被 活化 ， 但 是 Cdk 的 完全 活化 还 需要 该 酶 由 磷酸 化 介 导 的 进 
一 步 变 构 变 化 。 该 磷酸 化 发 生 在 上 面 提 及 的 工 噜 喉 环 上 的 一 个 苏 氨 酸 残 基 。 这 一 修饰 
FPA Cdk 活性 位 点 的 进一步 重 排 。 一 旦 磷酸 化 ， 磷 酸 基 团 就 会 与 3 个 精 氮 酸 结合 ， 后 
者 分 别 来 目 催化 裂缝 周围 不 同 的 区 域 。 这 种 相互 作用 将 催化 裂缝 固定 于 一 种 适合 于 高 活 
性 的 构 型 。 

ΒΕ} ΝΗ APAE 〈 被 称 为 CAK) 催化 ， 许 多 激酶 由 相似 的 磷酸 化 过 程 激 
πο WR Cdk 需要 两 个 步骤 : 与 细胞 周期 蛋白 的 结合 及 磷酸 化 ， 这 两 个 步骤 按 顺 序 先 
后 发 生 。 这 是 因为 与 细胞 周期 蛋白 的 结合 不 仅仅 增加 了 该 酶 的 活性 ， 而 且 使 Τ ee 
易于 被 CAK 磷酸 化 。 


并 非 所 有 的 蛋白 质 调控 都 由 变 构 介 导 


攻 些 重 日 质 是 通过 非 变 构 途 径 进 行 调控 的 。 例 如 ， 一 个 和 蛋白质 能 够 将 另 一 个 蛋白 质 
结合 到 其 特定 部 位 或 底 物 上 ， 并 以 此 来 调控 该 蛋白 质 的 功能 。 在 讨论 RNA RAB (将 
基因 转录 为 mRNA WR) 的 调控 时 ， 我 们 将 会 看 到 ERAP) 调控 通常 意味 着 对 在 
任 一 给 定时 刻 所 转录 的 基因 的 选择 。 这 一 任务 由 调控 蛋白 质 完成 ， 它 们 结合 于 DNA 的 
一 侧 而 RNA 聚合 酶 结合 于 另 一 侧 。 这 种 相互 作用 使 酶 结合 到 某 一 〈 或 众多 ) 基因 上 ， 
从 而 为 特定 的 调控 子 提供 了 正确 的 结合 位 点 。 这 是 一 个 蛋白 质 对 DNA 协同 结合 (co- 
operative binding) 的 实例 (第 16 童 )， 
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图 5-28 由 细胞 周期 蛋白 诱导 的 Cdk 的 构 型 变化 。a. 以 青色 表示 的 激酶 单 体 结构 是 无 活性 的 。PSTAIRE 螺旋 
所 在 的 位 置 具 有 一 个 处 于 催化 中 心 外 侧 的 氨基 酸 残 基 ， 后 者 是 ΑΤΡ 的 结合 位 点 ， 而 工 环 阻碍 了 和 蛋白质 底 物 
(未 标 出 ) 的 进入 ; Ὁ. 该 结构 展示 由 于 细胞 周期 蛋白 〈 以 紫色 表示 ) 的 结合 ， 螺 旋 改 变 了 位 置 ， 工 环 也 从 催化 
中 心 的 入口 移 开 ， 该 复合 物 具 有 部 分 活性 ; ο. 通过 工 环 〈 以 红色 表示 ) 的 磷酸 化 ，Cdk- 细 胞 周期 蛋白 复合 物 具 
有 了 完全 活性 。(Schulze-Gahmen U. , DeBondt H. , L. , and Kim S. H. . 1996. J. Med Chem 39:4540; Jeffrey 
P. D. , Russo A. A. , Polyak K. , Gibbs E. , Hurwitz J. , Massague J. , and Pavletich N. P. 1995. Nature 376. 
313. Russo A. A. , Jeffrey P. D. , and Paveltich N. P. , 1996. Nat Scruct Biol 3:696. ) 镜像 图 由 MolScript、 
BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


人 小结 


DNA, RNA 和 各 日 质 都 是 高 分 子 物质 ， 各 自由 一 套 以 共 价 键 连接 的 特定 的 单 体 所 
构成 。 例 如 ，DNA 由 核 苷 酸 链 构成 ， 蛋 白质 由 氨基 酸 链 构成 。 这 些 高 分 子 的 三 维 外 形 
都 是 由 单 体 间 的 多 种 弱 的 ， 或 者 说 次 要 的 相互 作用 所 决定 。 所 以 ， 在 DNA t, A 
及 核 甘酸 碱 基 间 的 堆积 作用 造成 了 该 分 子 的 双 螺 旋 特 性 。 同 样 地 ， 一 个 给 定 蛋 白质 稳定 
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的 三 维 结构 需要 多 上 肽 链 中 氨基 酸 (不 相 邻 的 ) 间 的 多 种 弱 相 互 作用 。 这 类 弱化 学 键 的 本 
质 我 们 已 经 在 第 3 章 讨 论 过 ; 在 本 章 ， 我 们 讨论 这 类 弱 相 互 作 用 是 如 何 决 定 分 子 的 外 形 
以 及 分 子 间 和 分 子 内 的 相互 作用 ， 重 点 是 蛋白 质 (我 们 将 在 第 6 章 具 体 讨论 DNA 和 
RNA 的 结构 ) 。 

重 日 质 由 多 层次 的 结构 组 成 。 氮 基 酸 的 共 价 连接 是 一 级 结构 ， 每 一 个 氨基 酸 以 肽 键 
相互 连接 。 二 级 结构 由 氨基 酸 间 的 相互 作用 形成 ， 通 常 这 些 氨 基 酸 彼此 在 蛋白 质 的 一 级 
结构 中 相当 的 接近 。w 螺旋 和 β 折 徐 是 二 级 结构 元 件 的 两 个 例子 。 蛋 白质 的 三 级 结构 是 
多 肽 链 的 最 终 三 维 外 形 ， 由 不 同 的 二 级 结构 元 件 以 能 量 有 利 为 原则 的 排列 所 决定 。 对 于 
许多 和 蛋白 质 来 说 ， 还 存在 着 另 一 个 结构 组 成 层次 四 级 结构 ， 这 是 指 单独 多 肽 链 复 合 
组 成 二 聚 体 或 高 度 有 序 结构 。 许 多 蛋白 质 以 多 聚 体形 式 行使 其 功能 。 例 如 ， 血 红 素 是 四 
聚 体 而 许多 DNA 结合 蛋白 是 二 聚 体 。 

许多 天 然 的 蛋白 质 具 有 一 些 各 自 独 立 的 折 笃 区 域 (结构 域 ) ， 它 们 由 连续 的 氨基 酸 
序列 形成 ， 在 单独 存在 的 情况 下 相当 稳定 。 这 类 结构 域 的 组 合 造成 了 已 知 蛋白 质 的 丰富 
多 样 性 。 实 际 存在 的 具有 唯一 特征 的 结构 域 大 概 仅 有 数 百 种 ， 每 一 种 结构 域 经 常 与 一 种 
特定 的 功能 活性 联系 在 一 起 ， 如 结合 DNA。 

每 一 种 大 分 子 的 特定 外 形 都 限制 了 能 与 之 相互 作用 的 其 他 分 子 的 数量 。 分 子 间 较 强 
的 次 要 相互 作用 既 需 要 两 个 结合 表面 间 的 互补 〈 锁 - 钥 ) 关系 ， 也 需要 许多 原子 的 参与 ， 
冬 管 仅 由 一 或 两 个 次 要 化 学 键 连接 的 分 子 经 常 裂 解 ， 这 类 弱化 学 键 的 集合 却 能 形成 一 个 
相当 稳定 的 复合 物 。 双 螺旋 DNA 从 不 自发 裂解 的 事实 正好 说 明了 这 类 复合 物 能 够 如 何 
稳定 人 存在。 尽管 由 多 个 弱化 学 键 连接 的 复合 物 不 会 自发 裂解 ， 但 它们 的 组 装 能 够 通过 正 
确 化 学 键 的 逐步 形成 〈 自 组 装 原理 ) 而 自发 发 生 。 

界 化 学 键 的 形成 同样 参与 了 特定 蛋白 质 沿 着 DNA 分 子 对 特定 序列 的 结合 过 程 。 这 
兴 罚 化 学 键 通常 是 DNA 碱 基 基 团 与 蛋白 质 上 的 适当 供 体 或 受 体 基 团 形成 的 氨 键 。 大 多 
RUA PEA AIS FY a 螺旋 识别 特定 的 DNA 序列 。 这 种 “识别 螺旋 ”插入 DNA 的 大 沟 ， 
蝶 旋 中 的 氨基 酸 序 列 特异 性 的 结合 碱 基 的 边缘 。 这 种 结合 被 特异 性 相互 作用 的 结合 能 量 
Hia. DNA 结合 蛋白 同样 具有 人 允许 其 与 DNA 骨架 非特 异性 结合 的 区 域 。 这 种 非特 
弄 性 的 骨架 相互 作用 使 蛋白 质 沿 着 DNA 线性 迁移 ， 使 其 能 够 更 快 的 抵达 其 特异 性 的 靶 
序列 。 极 少数 蛋白 质 运 用 B 折 释 〈 而 非 a 螺旋 ) 识别 特定 的 DNA 序列 ， 与 小 沟 相互 作 
用 ， 但 这 种 情况 并 不 多 见 。 

集 日 质 行使 多 种 功能 ， 诸 如 催化 或 结合 DNA。 这 些 活性 一 般 由 以 下 几 种 机 制 
调控 ， 包 括 小 分 子 配 体 或 其 他 蛋白 质 对 目标 蛋白 的 结合 ， 以 及 蛋白 质 中 残 基 的 酶 促 
修饰 。 这 些 配 体 或 修饰 ， 经 常 通 过 变 构 调控 蛋白 质 的 功能 。 也 就 是 说 ， 配 体 结合 
(或 靶 点 修饰 ) 于 和 蛋白质 上 的 某 个 位 点 ,该 位 点 与 蛋白 质 行使 其 主要 功能 的 区 域 
(如 酶 的 活性 位 点 、DNA 结合 结构 域 等 ) 相 分 离 。 这 种 结合 或 修饰 造成 了 蛋白 质 外 
形 的 改变 ， 从 而 增强 或 减弱 了 活性 位 点 或 DNA 结合 结构 域 的 活性 ， 从 本 质 上 开启 
或 关闭 了 和 蛋白 质 的 活性 。 

太一 些 例子 说 明 ， 蛋 白质 可 以 被 第 二 个 蛋白 质 的 修饰 或 结合 所 调节 ， 从 而 不 需要 变 
构 的 参与 。 例 如 ， 修 饰 可 以 在 蛋白 质 上 形成 一 个 能 够 被 第 二 个 蛋白 质 识别 的 位 点 。 这 类 
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。100。 第 2 篇 基因 组 的 维持 


本 篇 概要 


。 第 6 章 DNA 和 RNA 的 结构 

。 第 7 章 ROBB, RAG, αὶ ὁ ἢ 958 AY 
。 3843 DNA 的 复制 

。 第 9 章 DNA 的 突变 和 修复 

。 第 10 章 分 子 水 平 上 的 同 娠 重组 

。 第 11 章 位 点 特异 性 重组 和 DNA BA 


第 2 篇 将 介绍 DNA 的 结构 和 从 一 代 细 胞 到 下 一 代 细 胞 的 复制 、 遗 传 和 变异 过 程 。 
在 第 6 一 11 章 中 ， 我 们 将 仔细 分 析 DNA AIS ERAS RNA, ΕΙ FP lala: 
DNA 和 RNA 分 子 的 结构 是 如 何 影响 其 功能 的 ? 

组 成 真 核 生物 染色 体 的 、 比 细胞 大 小 要 长 很 多 的 DNA DT ERRE FE A HK 


里 ? 
。 DNA 分 子 在 细胞 周期 中 如 何 进 行 精确 而 完整 的 复制 ， 如 何 达 到 复制 的 高 
保 真性 ? 


DNA 分 子 如 何 避 免 来 自 于 上 自身 和 环境 的 损伤 ， 受 损 后 怎样 进行 修复 ? 
重组 和 转 座 过 程 中 染色 体 间 DNA 片段 的 交换 如 何 进 行 ， 又 有 什么 样 的 生物 学 意 
ρα, 

在 回答 这 些 问题 的 过 程 中 ， 我 们 将 注意 到 DNA 分 子 既 受到 保守 作用 的 影响 一 一 使 
其 在 代 代 相传 的 过 程 中 保持 不 变 ; 同时 又 受到 相反 作用 的 影响 ， 使 遗传 物质 发 生 重 要 变 
化 ， 推 动 生物 的 多 样 性 和 进化 。DNA 在 细胞 中 受 不 同 力 的 作用 ， 造 成 一 系列 不 同 的 结 
果 ， 包 括 解 链 ， 形 成 更 紧密 的 拓扑 结构 ， 相 互 缠绕 并 与 蛋白 质 结 合 ， 以 及 分 子 骨 架 断 裂 
和 重新 连接 。 这 些 作 用 是 由 复制 、 保 持 和 改变 遗传 物质 的 多 种 酶 和 其 他 分 子 介 导 的 。 

第 6 章 详 细 地 从 原子 水 平 讲述 了 DNA 的 结构 ， 包 括 从 碱 基 和 骨架 的 化 学 组 成 到 碱 
基 配 对 作用 以 及 其 他 维持 双 链 的 作用 。DNA 通常 处 于 受 限 的 拓扑 结构 ， 该 章节 介绍 了 
这 种 限制 的 生物 效应 ， 以 及 改变 拓扑 结构 的 酶 类 。 除 了 DNA SP, RNA 的 结构 也 在 第 6 
章 做 了 介绍 。 尽 管 ΕΝΑ 的 化 学 组 成 与 DNA 非常 相似 , 但 具有 自己 独特 的 结构 和 特性 ， 
包括 作为 催化 剂 在 一 些 细胞 活动 过 程 中 起 作用 。 

第 7 章 描 述 组 成 染色 体 的 巨大 DNA 分 子 在 不 同 生物 体 中 不 同 的 组 织 和 大 小 巨大 的 
染色 体 DNA 不 是 裸露 的 ， 它 通过 和 一 些 特殊 的 蛋 日 质 一 起 包装 形成 称 为 染色 质 的 结 
构 。 这 一 包装 过 程 可 以 使 细胞 容纳 下 很 长 的 DNA ΑΓ, 不仅 使 染色 体 的 长 度 变 短 ， 而 
日 改变 了 DNA 的 可 接近 性 和 行为 。 染 色 质 经 修饰 后 ， 可 以 使 DNA 变 得 更 易于 或 难以 
接近 。DNA 的 这 些 变 化 可 以 确保 它 在 正确 的 时 间 和 位 置 进 行 复制 、 重 组 和 转录 。 第 7 
章 还 介绍 了 染色 质 的 组 蛋白 和 非 组 蛋白 组 分 、 染 色 质 结构 以 及 调节 染色 体 DNA 可 接近 
性 的 各 种 酶 。 
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从 DNA 的 结构 可 以 推测 出 遗传 物质 复制 的 可 能 机 制 。 第 8 章 详细 描述 了 DNA 的 
复制 机 制 ， 以 及 保证 DNA 双 链 同时 复制 所 需 的 多 种 酶 和 复杂 的 分 子 机 器 。 我 们 还 讨论 
T DNA 复制 过 程 是 如 何 启动 的 ， 细 胞 又 是 如 何 精密 调控 DNA 的 复制 ， 来 维持 合适 数 
目的 染色 体 。 

DNA 的 复制 并 不 是 万 无 一 失 的 ， 每 一 轮 复制 出 错 后 若 不 纠正 ， 都 会 导致 子 代 DNA 
分 于 发 生 突变 。 而 且 ，DNA 分 子 是 脆弱 的 ， 会 自发 发 生 损伤 ， 或 受到 化 学 物质 或 辐射 
的 损 仿 。 如 果 想 要 避免 遗传 物质 的 恶性 突变 的 快速 积累 ， 就 需要 检测 并 修复 这 些 损伤 。 
第 9 章 介绍 了 DNA 损伤 的 检测 和 修复 机 制 。 从 细菌 到 人 类 ， 各 种 生物 体 都 依赖 于 相似 
的 高 度 保 守 的 DNA 损伤 的 检测 和 修复 机 制 来 保证 DNA 的 完整 性 ，DNA 损伤 的 检测 和 
修复 系统 的 失常 将 导致 可 怕 的 后 果 ， 如 癌症 。 

第 2 篇 的 最 后 两 章 介绍 了 DNA 代谢 的 另 一 个 方面 。 与 确保 遗传 物质 的 变化 降低 到 最 
小 限度 的 保守 的 复制 和 修复 过 程 相 比 ， 这 些 过 程 会 引起 DNA 序列 的 重新 排列 。 第 10 章 介 
绍 同 源 重组 一 一 同 源 染 色 体 通过 断裂 、 重 新 连接 以 互 换 相应 的 DNA 片段 的 过 程 。 作 为 
DNA 损伤 的 主要 修复 机 制 ， 同 源 重组 丰富 了 遗传 多 样 性 ， 并 使 缺失 或 受 损 的 序列 得 到 替 
换 。 该 草 还 详细 介绍 了 同 源 重组 途径 的 两 种 模式 ， 同 时 也 介绍 了 一 系列 分 子 “ 机 器 ”一 一 
它们 在 DNA 分 子 间 搜寻 同 源 序列 ， 生 成 并 消除 两 种 同 源 重 组 模式 中 的 中 间 产 物 。 

最 后 ， 第 11 草 介 绍 了 两 种 特殊 的 重组 一 一 位 点 特异 性 重组 和 转 座 ， 这 些 过 程 会 导 
八 放 多 生物 体 包括 人 类 基因 组 中 的 某 些 序列 的 大 量 积聚 。 我 们 还 将 在 本 章 讨论 这 些 遗 传 
物质 交换 的 分 子 机 制 及 其 产生 的 生物 学 影响 。 


冷泉 港 实验 室 档案 库 中 的 照片 


Barbara McClintock 和 Robin Holliday，1984 年 的 DNA 水 平 重组 学 术 讨 论 会 。McClintock 提出 转 
座 子 的 存在 以 解释 她 在 20 世纪 40 年 代 开 展 的 玉米 遗传 学 的 研究 结果 (第 11 章 )。 这 一 成 果 直 
到 30 年 后 的 1983 年 才 被 肯定 并 荣获 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。Holliday 则 提出 了 以 他 名 字 命 名 
的 同 源 重 组 的 基本 模型 (第 10 BE), 
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Arthur Kornberg，1978 年 DNA 复制 和 重组 研讨 会 。Korn- 
berg 对 在 研究 DNA 复制 (第 8 BE) 领域 有 突出 的 贡献 。 
他 纯化 出 第 一 个 可 以 合成 DNA 的 酶 ， 这 是 一 种 来 源 于 大 
肠 杆菌 的 DNA 聚合 酶 。 他 用 实验 证 明 新 的 DNA 合成 需要 
DNA 模板 ， 从 而 证 实 了 沃 森 和 克 里 克 提出 的 DNA 复制 模 
型 。 由 于 上 述 的 工作 ，Kornberg 与 Severo Ochoa 分 享 了 
1959 年 的 诺 贝 尔 医 学 或 生理 学 奖 。 


Matthew Meselson, 1968 年 微生物 DNA 复制 研讨 会 。 
Meselson 和 Frank Stahl 一 起 用 实验 证 明了 DNA 的 半 保 
留 复制 一 一 “最 亮 ”( 见 下 面 的 照片 和 第 2 章 ) Meselsen 
对 数 个 领域 都 作出 了 重要 贡献 ， 包 括 纯化 第 一 个 限制 性 
内 切 酶 ， 在 这 一 张 照片 拍摄 时 出 版 。 他 为 防止 化 学 与 生 
物 武 硕 的 工作 广为人知 。 


Reiji Okazaki, 1968 年 微生物 DNA 复制 研 
讨 会 。Okazaki 此 时 刚刚 揭示 了 在 DNA 复 
制 时 其 中 一 条 新 生 链 是 如 何 先 以 小 片段 的 
方式 开始 合成 ， 然 后 再 连接 起 来 的 。“Oka- 
zaki 片段 ”解释 了 只 能 以 一 个 方向 合成 的 
酶 为 什么 却 能 同时 生成 两 条 极 性 相反 的 链 
(第 8 章 )。 


RF + BS BA (Paul Modrich), 1993 
年 DNA 和 染色 体 研 讨 会 。Modrich 是 
DNA 修复 领域 的 先驱 ， 他 揭示 了 错 配 修 
复 的 大 部 分 机 制 (第 9 章 )。 


Franklin Stahl 和 Max Delbrück, 1958 年 的 遗传 物质 交换 : 机制 与 结 
果 研 讨 会 。Stahl 与 Meselson ( 见 上 照片 ) 一 起 。 证 明了 DNA 的 半 
保守 复制 。 这 一 实验 曾 被 称 为 “最 漂亮 的 生物 学 实验 (第 2 章 )。 
Stahl 随后 为 我 们 理解 同 源 重组 作出 了 很 大 的 贡献 (第 10 章 )。Del- 
bruck κε “WARME” (一 班 在 冷泉 港 实验 高 度 夏 的 科学 家 ， 将 鸣 
菌 体 发 展 成 生物 学 的 第 一 个 模式 系统 的 最 有 影响 的 创始 人 之 一 (第 
22 章 )。 


Carol Greider, Titia de Lange 和 Elizabeth Blackbum, 2001 年 端 粒 会 议 。Blackbum 发 现 


了 在 染色 体 末 端的 端 粒 重复 的 序列 特征 。 后 来 ， 作 为 Blackbum 实验 室 的 研究 生 ， 格 雷 
健 发 现 了 端 粒 酶 。 这 个 酶 可 以 维持 端 粒 (第 8 章 )。 在 她 们 中 间 的 是 de Lange， 她 的 工 
作 主 要 集中 于 细胞 中 结合 并 保护 端 粒 的 蛋白 质 。 


Jack Szostak (Æ), 1981 酵母 会 议 。Szostak 与 Blackbum (E) 莱 
W, AW T ÆRE (Tetrahymena) 中 端 粒 序列 。 当 端 粒 序 
列 结合 到 酵母 的 线性 DNA 分 子 的 末端 ， 可 以 保护 DNA。 他 们 认为 


是 一 种 酶 一 一 后 来 由 Greide (上 ) 发 现 的 一 一 形成 的 端 粒 (第 8 
章 ) Szostalk 正在 与 一 个 人 说 话 ; 背景 是 Jim Hicks， 当 时 他 和 Jeff 


Strathem 和 Amar Klar 正在 冷 录 港 实验 室 工 作 ， 研 究 酵 母 接合 型 转 
变 的 机 制 〈 第 11 Τι 17 BH). 


(FRM R 胡 松 年 ady AAA R) 
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人 们 在 发 现 DNA 是 携带 了 染色 体 所 
有 遗传 信息 的 主要 遗传 分 子 后 ， 立 即将 注 
DNA 的 结构 意 力 集 中 在 DNA 的 结构 上 ， 当时 ， 人 们 
希望 通过 了 解 DNA 结构 ， 能 够 揭示 染色 
体 分 开 并 形成 两 个 相同 的 拷贝 时 ，DNA 
携 市 的 遗传 信息 是 如 何 进行 复制 的 。 从 
20 世纪 40 年 代 末 到 50 年 代 初 ， 几 个 美 
RNA 的 结构 国 和 欧洲 的 研究 小 组 既 协 作 又 竞争 地 对 此 
进行 了 人 研究 ， 以 期 了 解 DNA 的 原子 间 是 
如 何 通 过 共 价 键 连接 在 一 起 ， 而 由 此 形成 
的 DNA 分 子 是 如 何在 三 维 空间 中 排列 的 。 不 足 为 奇 ， 刚 开始 人 们 担心 DNA 的 结构 非常 
复杂 甚至 可 能 很 古怪 ， 不 同 基 因 中 的 DNA 结构 是 完全 不 同 的 。 因 此 ， 当 DNA 的 双 螺 旋 
第 构 被 发 现时 ， 人 们 大 大 松 了 一 口气 。DNA 的 这 一 基本 结构 告诉 我 们 ， 所 有 基因 的 三 维 
年 构 部 大 致 相同 ， 区 别 只 在 于 DNA 互补 双 链 中 4 种 核 苷 酸 的 数量 和 排列 顺序 的 不 同 。 
双 螺 旋 结 构 的 发 现 距 今 已 有 50 多 年 ， 大 于 遗传 物质 的 这 一 阐述 仍然 未 受到 质疑 ， 
不 需要 做 改动 以 适应 新 的 发 现 。 然 而 ， 人 们 也 逐渐 认识 到 DNA 的 结构 并 不 完全 和 刚 开 
她 想 的 完全 一 致 。 例 如 ， 一 些小 病毒 的 染色 体 DNA 是 单 链 而 不 是 双 链 分 子 ， 而 日 受 
局 部 DNA 序列 的 影响 ,不同 的 碱 基 对 的 精确 方向 有 着 细微 的 差别 。 一 些 序列 甚至 能 使 
DNA 苍 曲 成 左手 双 螺 旋 ， 与 最 初 阐述 的 DNA 基本 结构 一 一 右手 双 螺 旋 正 好 相反 。 虽 
RAE DNA 分 子 是 线性 的 ， 但 也 有 一 些 是 环 状 的 。DNA 双 螺 旋 经 常 围绕 DNA αι 
日 质 进 一 步 盘 绕 卷 曲 成 超 螺旋 结构 ， 这 样 造成 了 更 大 的 复杂 性 ， 
同 梓 ， 我 们 现在 认识 到 RNA 虽然 乍 看 起 来 与 DNA 非常 相似 ， 但 是 它 有 自 己 独 特 
的 结构 特征 。 虽 然 RNA 主要 以 单 链 分 子 的 形式 存在 ， 但 是 通过 链 内 碱 基 配 对 ， 也 呈现 
出 很 多 双 螺 旋 的 特征 ， 并 能 折 笃 成 大 量 不 同 的 三 级 结构 。 这 些 RNA 结构 有 诸多 令 人 惊 
可 之 处 ， 例 如 ， 非 经 典 碱 基 对 ， 碱 基 和 骨架 的 相互 作用 和 结 点 状 构 型 。 最 值得 一 提 的 
征 ， 一 些 RNA 分 子 是 酶 类 ， 催 化 从 核酸 到 和 蛋白质 的 信息 传递 中 的 核心 反应 ， 具 有 重要 
的 进化 意义 。 
显然 ，DNA 和 RNA 的 结构 比 开始 所 设想 的 更 加 丰富 多 样 , 更 加 复杂 。 实 际 上 ， K 
仔 在 一 种 适用 于 DNA 和 RNA 的 通用 结构 。 本 章 将 要 讨论 ， 多 核 苷 酸 链 由 于 其 独特 的 
物理 、 化 学 、 拓 扑 学 特性 ， 在 一 般 结 构 的 基础 上 能 发 生 很 多 变化。 


DNA 拓扑 学 
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DNA 和 RNA 的 结构 
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16-1 DNA 的 双 螺 旋 结 构 。 a DNA 双 螺 旋 
的 结构 示意 图 。 螺旋 的 每 一 圈 (34Α πὲ 
3. 4nm) KAVA 10.5 个 碱 基 对 。b. 双 螺 旋 的 
空间 结构 实体 模型 。 糖 和 磷酸 基 团 构成 了 每 
条 链 的 骨架 ， 以 黄 、 灰 和 红 圈 表示 ， (本 图 ) 
显示 了 DNA 分 子 的 螺旋 情况 ， 碱 基 朝 向 内 
部 ， 但 可 以 通过 大 、 小 沟 而 被 接近 。 


DNA 由 多 核 车 酸 链 构 成 


i AY DNA 最 重要 的 结构 特征 是 两 条 多 核 苷 酸 
HE (polynucleotide chain) 以 双 螺 旋 的 形式 互相 缠 
Ze (图 6-1; 参见 结构 指南 6-1) 。 图 6-1a 为 双 螺 旋 
结构 的 示意 图 ， 由 于 DNA 双 链 互补 ， 如 果 将 它 倒 
置 180 (如 将 这 本 书 上 下 颠倒 )， 双 螺旋 看 起 来 仍 跟 
原来 是 一 样 的 ， 这 是 由 双 链 的 互补 性 造成 的 。 图 6- 
lb 征 双 螺旋 的 分 子 结构 空间 实体 模型 ， 体 现 了 
DNA 分 子 的 组 成 部 分 及 在 螺旋 结构 中 的 相对 位 置 。 
双 虹 诈 两 条 单 链 的 骨架 是 由 糖 和 磷酸 基 团 交 替 构 成 
的 ; 碱 基 朝 癌 骨 架 的 内 侧 ， 通 过 大 沟 和 小 沟 可 以 接 
近 碱 基 。 

让 我 们 首先 来 看 DNA 最 基本 的 组 成 成 分 一 一 
核 苷 酸 的 特点 。 一 个 磷酸 基 团 和 戊 糖 相 连 形成 2- 脱 
氧 核糖 (2 -deoxyribose) ， 一 个 碱 基 附 着 于 2'- 脱 氧 
核糖 即 构成 了 核 苷 酸 。 磷 酸 基 团 和 成 糖 的 结构 如 图 
6-2 所 示 。 之 所 以 叫做 2 -脱氧 核糖 是 因为 戊 糖 的 第 
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图 6-2 ”脱水 形成 核 昔 酸 。 在 2 -脱氧 核糖 的 C 原子 的 数目 以 红色 
表示 。 
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原子 的 位 置 在 右上 角 都 标 以 “” 以 区 别 于 碱 基 上 原子 的 位 置 ( 详 见 下 述 讨 论 )。 

我 们 可 以 想像 ， 碱 基 通 过 与 上 戊 糖 1 位 碳 原子 上 的 羟基 结合 脱 去 一 分 子 水 形成 糖苷 
键 (图 6-2) 因而 与 2 -脱氧 核糖 结合 。 上 成 糖 和 碱 基 相 结合 形成 核 戎 (nucleoside)。 同 样 
地 ， 我 们 可 以 想像 磷酸 基 与 2 -脱氧 核糖 5 位 碳 原子 上 的 羟基 结合 脱水 形成 5 -磷酸 单 
Ai. BAIS GL-T DE) 磷酸 形成 核 苷 酸 (nucleotide) 。 因 此 ， 碱 基 通 过 糖苷 键 
与 糖 相连 ， 而 糖 又 通过 磷酸 酯 键 与 磷酸 相连 ， 这 样 就 形成 了 核 苷 酸 ( 表 6-1). 


表 6-1 腺 嗓 叭 与 相关 复合 物 


碱 基 t% FF TA Ἡ Μὲ 
Age HER NS 2 -脱氧 腺 苷 2 -脱氧 腺 苷 -5 磷酸 
结构 NHL NH, i 
a“ N ΄Ζ Ν OP ο, 
ὴ | X * | X | ο. BRIER 
S N d S N di H ë H 
H H 
HOCH, ϱ OH H 
H H 
H H 
OH H 
相对 分 子 质量 135.1 251.2 331.2 
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3 -羟基 与 另 一 个 核 苷 酸 上 连接 于 5 -羟基 的 磷酸 基 相 连 (图 6-3) 。 在 磷酸 二 酯 键 (phos- 
phodiester linkage) 中 ， 两 个 核 苷 酸 间 的 磷酸 基 的 一 个 糖 通过 3 FR ER iL, Ἢ--Β88 
通过 5 -羟基 酯 化 。 多 核 苷 酸 链 以 磷酸 二 酯 键 为 基础 构成 了 规则 的 不 断 重 复 的 糖 -磷酸 骨 
ἈΚ XÆ DNA 结构 的 一 个 特点 。 与 此 相反 ， 多 核 苷 酸 链 中 碱 基 的 排列 顺序 却 是 无 规律 
的 ， 碱 基 排列 顺序 的 不 规则 性 加 上 其 长 度 是 DNA 储存 大 量 信息 的 基础 。 

Be BR BENS ΓΌΝΑ 链 的 固有 极 性 ， 这 种 极 性 由 核 苷 酸 的 不 对 称 性 和 它们 结合 
的 方式 所 决定 。DNA 链 的 一 端 是 游离 的 5 -磷酸 基 或 5 -羟基 ， 另 一 端 是 游离 的 3“- 磷 酸 
基 或 3 -羟基 。 习 惯 上 ，DNA 序列 由 5 端 (在 左边 ) 向 3 端 书写 ， 一 般 5 端 是 磷酸 基 而 
3 端 是 羟基 。 


每 个 碱 基 都 有 它 首 选 的 异 构 体 


构成 DNA 的 碱 基 可 以 分 为 两 类 ， 呀 叭 (purine) 和 喀 啶 (pyrimidine), [ΒΙΑ Λη 
[ΕΠΣ (adenine) ΛΠ πι AI (guanine); MEME ΠΕ GRRE (cytosine) ἈΠ Hig [κ πε πε (thy- 
mine), Fl 6-4 TS T RRN, ARES ALS ES BOA RPA A EASE RY, 8 
附 春 的 基 团 不 同 ; 同样 ， 图 6-4 也 显示 出 了 胞 喀 啶 和 胸腺 喀 啶 的 单 环 结构 的 差异 。 图 6- 
4 还 用 数字 标注 了 嗓 哈 和 喀 啶 环 上 的 位 置 ， 碱 基 在 喀 啶 的 N1 位 置 上 通过 糖苷 键 与 脱氧 
核糖 相连 而 在 嗓 叭 的 N9 位 置 上 通过 糖苷 键 与 脱氧 核糖 相连 。 

每 个 碱 基 都 存在 两 个 可 选 的 异 构 体 (tautomeric state) ， 它 们 互相 保持 平衡 。 这 种 
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图 6-5 ZEREA, KARIM OK) 和 喀 啶 〈 黄 色 ) 之 间 的 碱 基 配 对 作用 ， 以 及 骨架 间 的 磷 
Rg., Cki: Dickerson R. E. 1983. Scientific American 249: 94, ΘΔΗ͂Ι. Irving Geis. ΒΛ Irving Geis Col- 
lection/ Howard Hughes Medical Institutio 提供 ， 未 经 许可 不 得 复制 ) 


平衡 极 大 地 倾向 于 图 6-4 所 示 的 常规 结构 ， 它 们 是 碱 基 配 对 的 主要 结构 。 味 叭 和 喀 啶 环 
上 的 氮 原 子 大 多 以 氨基 形式 存在 而 很 少 以 亚 氨基 构 型 出 现 ;同样 ， 鸟 味 叭 和 胸腺 喀 啶 上 
的 氧 原子 通常 以 酮 式 存在 而 很 少 以 烯 醇 式 构 型 出 现 。 例 如 ， 图 6-5 ER T Lm πε μη αγ 58 
基 异 构 体 ， 图 6-5b 为 鸟 味 吟 的 烯 醇 式 异 构 体 。 像 我 们 看 到 的 ， 具 有 形成 异 构 体 的 能 力 
是 导致 DNA 合成 时 出 错 的 普遍 来 源 。 


双 紧 旋 的 两 条 链 通 过 碱 基 反 向 平行 配对 连接 在 一 起 


两 条 多 核 音 酸 链 上 的 碱 基 靠 较 弱 的 、 非 共 价 键 结合 使 其 互相 缠绕 形成 双 螺旋 ， 如 图 
6-3。 一 条 链 上 的 腺 嗓 叭 总 是 和 另 一 条 上 的 胸腺 喀 喧 配对， 而 鸟 味 叭 总 是 和 胞 喀 啶 配对 。 
两 条 链 有 相同 的 几何 螺旋 结构 ， 但 连接 它们 的 碱 基 配 对 使 得 它们 有 相反 的 极 性 ， 即 一 条 
BEL 5 端的 碱 基 和 男 一 条 链 上 3 端的 碱 基 配 对 ， 叫 做 反 向 平行 ， 这 是 腺 味 吟 和 胸腺 喀 
咱 、 乌 呆 哈 和 胞 喀 啶 互相 配对 的 立体 化 学 结果 。 
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图 6-4 RAM, BARAK ”图 6-5 碱 基 异 构 体 。 损 基 一 亚 氨基 和 酮 式 王 烯 醇 式 的 互 变异 构 现 
糖 结合 的 位 点 。 为 简便 起 见 ， 除 非 与 说 明 Z. α. 胞 喀 啶 通常 为 氨基 式 很 少 有 亚 氨基 式 。b SR ΒΕ ΑΜ 
有 关 ， 氢 原子 不 在 后 面 图 示 的 核糖 和 碱 基 式 很 少 有 烯 醇 式 。 

中 表示 出 来 。 


双 嵌 旋 的 两 条 链 序列 互补 


腺 嗓 哈 和 胸腺 喀 啶 配对 ， 鸟 呀 叭 和 胞 喀 啶 配对 的 结果 是 使 两 条 相互 缠绕 的 链 上 的 碱 
基 序 列 呈 互 补 关系 并 赋予 DNA 自我 编码 的 特性 。 举 个 例子 ， 如 果 一 条 链 上 的 序列 是 
5 -ATGTC-3 ,那么 另 一 条 链 则 必然 是 互补 的 序列 3/-TACAG-5'. 

“Watson-Crick>” 配对 规则 的 严格 性 源 自 于 腺 味 哈 和 胸腺 喀 啶 ， TS, [ΕΠΣ AAA ΠΒ I ΠΕ AY 
FEAR [ΠΕ Ἠ ΗΕ (E 6-6) 。 腺 味 叭 和 胸腺 喀 啶 配对 ， 腺 味 叭 C6 上 环 外 的 氨基 基 团 
SHER MEME C4 上 的 痰 基 可 以 形成 一 个 氢 键 ;同样 ， 腺 味 叭 的 Nl1 和 胸腺 旷 啶 的 N3 也 
形成 一 个 氢 键 。 鸟 味 哈 和 胞 喀 喧 也 是 如 此 ， 所 以 在 一 碱 基 对 中 既 有 和 氢 键 也 有 形状 的 互 
fho GC 碱 基 对 有 3 个 氢 键 ， 因 为 鸟 味 叭 C2 上 环 化 的 氨基 基 团 和 胞 喀 啶 C2 Ε/Α 176 
RARE, TREES ERS EY) NI 和 胞 喀 啶 的 N3, SE C6 ABRAM AMM N4 上 环 化 的 氨 
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基 也 可 形成 氢 键 。Watson-Crick 碱 基 配对 需要 碱 基 处 于 它们 优势 的 互 变异 构 状 态 


(tautomeric state), 
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图 6-6 A:T 和 G:C 碱 基 配 对 。 图 示 
Hid FZ [A] {151 ΒΕ. 


双 虹 旋 一 个 重要 的 特点 是 两 个 碱 基 对 正好 有 相 
同 的 几何 学 结构 ， 两 个 糖 之 间 无 论 是 A : 工 碱 基 对 或 
He G:C 碱 基 对 并 不 会 影响 它们 的 排列 ， 因 为 这 两 个 
碱 基 对 的 糖 附着 点 间 的 距离 是 相同 的 。T : A 碱 基 对 
或 G:C 碱 基 对 也 不 会 影响 糖 的 排列 。 换 句 话说， 两 
个 糖 间 有 一 个 大 致 的 二 乘 对 称 轴 关 系 ， 不 需要 扭曲 
DNA 的 总 体 结构 ， 这 4 种 碱 基 对 就 能 安置 于 内 。 而 
且 ， 双 蝶 放 的 两 条 糖 -磷酸 骨架 上 的 碱 基 披 此 间 可 以 
整齐 地 堆积 。 


ABE XY Ba AE ME AY FF HE BY E E AE A 


互补 碱 基 之 间 由 氢 键 连接 是 双 螺 旋 的 一 个 基本 
特征， 有 助 于 双 螺 旋 的 热 动 力学 稳定 性 和 碱 基 配 对 
的 特异 性 。 乍 一 看 ， 由 于 以 下 几 个 原因 氧 键 看 似 对 
DNA 的 稳定 性 影响 不 大 。 水 溶液 中 的 有 机 分 子 含有 


满足 所 有 和 氢 键 形成 的 特性 ， 因 为 许多 水 分 子 可 快速 地 与 它 结合 或 解 离 。 结 果 ， 每 当 一 个 
碱 基 对 形成 时 在 配对 碱 基 之 间 产 生 一 个 氢 键 ， 就 有 一 个 碱 基 与 水 分 子 之 间 的 氢 键 断裂 ， 
而 这 一 气 键 在 碱 基 对 还 没 形成 前 就 存在 了 。 因 此 ， 和 氧 键 对 维持 双 螺 旋 稳 定性 所 起 的 净 能 
量 作用 似乎 不 是 很 大 。 然 而 ， 当 多 核 苷 酸 链 分 离 时 ， 水 分 子 在 碱 基 上 排 成 一 排 ， 当 双 螺 
ie PARES EY, KOITERE. EERTE. SI TRIAL. RE 
得 以 稳定 。 氢 键 并 不 是 稳定 双 螺 旋 的 唯一 因素 。 第 


二 个 重要 的 作用 力 来 自 于 磊 基 间 的 堆积 力 , wea NP 
遍 平 、 相 对 难 深 于 水 的 分 子 ， 它 们 以 大 致 垂直 于 双 F ) 
螺旋 轴 的 方向 互相 上 下 堆积 。 双 螺旋 堆积 时 碱 基 之 ony JA 
间 电 子 云 的 相互 作用 (x-x) SOUR wo W= yx 
要 作用 。 Ὁ 7. y 


AUBENT Γκ: ΧΙ Ην PE LAE Pe σε, A 


ΤΠΚ {8 ΒΚ PS A FE FR ΧΙ. 


图 6-7 A :C 的 不 相配 。 本 图 显示 A 和 C 
这 样 ， 一 个 毛 键 ΗἪ 、 
1 PE 之 间 不 能 形成 正确 的 氨 键 .因此 它们 间 的 


A (ΠΙΕΙΣ ND 对 着 另 一 个 氧 键 受 体 (Παπ. 碱 基 配对 是 不 稳定 的 . 
的 N3)， 而 两 个 受 体 之 间 无 法 再 容纳 一 个 水 分 子 ， 


也 驶 无 法 形成 氢 键 ΓΗ͂ 6-7)。 同 样 ， 两 个 氢 键 供 体 


ΚΙΝ C6 和 胞 喀 啶 C4 上 的 氨 


基 基 团 也 彼此 相对 。 所 以 ，A : C 碱 基 配对 是 不 稳定 的 ， 因 为 受 体 和 供 体 基 团 上 的 水 分 
于 必然 会 被 除去 ， 而 碱 基 对 间 无 法 形成 毛 键 。 


碱 骑 会 从 双 螺 旋 中 翻转 出 来 


到 目前 为 止 我 们 已 经 知道 ， 双 螺旋 的 力 能 特征 有 助 于 使 一 条 多 核 苷 酸 链 上 的 一 个 碱 基 


与 万 一 条 链 上 的 互补 碱 基 配对 。 然 而 ， 有 时 单个 的 
碱 基 会 从 双 螺 旋 中 突出 ， 这 种 值得 注意 的 现象 叫做 
碱 基 翻 出 (base flipping)， 如 图 6-8 所 示 。 正 如 我 
们 将 在 第 9 章 中 看 到 的 ， 碱 基 从 双 螺 旋 中 翻 出 能 使 
碱 基 处 于 酶 的 催化 部 位 ， 一 些 酶 就 是 通过 和 这 些 螺 
诈 构 型 外 的 碱 基 相 互 作用 而 使 碱 基 甲 基 化 或 除去 受 
损 碱 基 的 。 而 且 ， 人 们 相信 与 同 源 重组 和 DNA 修 
复 相关 的 酶 能 将 碱 基 一 个 接 一 个 地 翻转 出 来 ， 借 此 
扫描 DNA， 搜 寻 同 源 区 域 或 损伤 区 域 。 因 为 一 次 
只 翻转 一 个 碱 基 ， 这 个 过 程 并 不 需要 很 多 能 量 。 显 
然 ，DNA 比 人 们 所 设想 的 更 有 弹性 。 
DNA 通 和 党 是 右手 双 螺 旋 

用 物理 学 中 的 手 性 法 则 进行 分 析 ， 我 们 可 以 
看 到 双 螺 诈 中 两 条 多 核 苷 酸 链 都 是 右手 螺旋 。 试 
想 一 下 ， 举 起 你 的 右手 如 图 6-9 所 示 的 DNA 分 
子 ， 拇 指 朝 上 并 沿 着 螺旋 的 长 轴 ， 其 余 手 指 随 着 
沟 的 方 回 摆 放 。 沿 拇指 所 指 的 方向 追踪 双 螺 旋 的 
一 条 链 ， 你 将 注意 到 螺旋 的 方向 和 你 的 手指 所 指 
的 方向 相同 。 若 用 左手 ， 则 无 法 得 到 上 述 发 现 。 

DNA 的 螺旋 状 结构 导致 了 它 是 有 周期 性 的 。 


图 6-8 碱 基 翻 出 。 图 中 的 DNA 结构 由 甲 基 
化 酶 的 结构 中 分 离 得 到 ， 显 示 了 胞 喀 啶 残 基 的 
翻 出 以 及 给 邻近 碱 基 对 造成 的 轻微 变形 。(Kli- 
masauskas S., Kumar S. , Roberts R. J., and 
Cheng X. 1994, Cell. 76: 357， 图 像 由 Bob- 
Script, MolScript 及 Raster 3D 软件 制作 。) 


两 个 相 邻 碱 基 对 间 的 夹 角 大 约 是 36"。 通 过 分 析 DNA W X SA ATH, ZR 
一 个 螺旋 (360°) FF 10 个 碱 基 对 的 堆积 (图 6-la), ， 也 就 是 说 ， 每 一 个 螺 周 通常 是 10 
个 碱 基 对 。 进 一 步 的 讨论 请 看 框 6-1， 云 母 实验 表明 溶液 中 双 螺 旋 DNA 每 一 螺 周 含有 


10. 5 个 碱 基 对 。 


图 6-9 左手 和 右手 螺旋 。 双 螺旋 的 两 条 链 以 右手 螺旋 的 方式 互相 缠绕 。 
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DNA 分 子 两 条 链 所 形成 的 双 螺 旋 结构 使 DNA 分 子 延 伸 成 长 长 的 多 聚 体 。 其 上 有 
两 条 大 小 不 一 的 沟 。 为 什么 会 有 一 条 小 沟 一 条 大 沟 ? 这 是 由 碱 基 对 的 空间 几何 结构 决定 
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的 。 碱 基 对 上 串 起 的 两 个 糖 (糖苷 键 间 的 夹 角 ) 之 间 的 角度 大 约 为 120" GER, Γ᾽ 
角 则 为 240 ) (图 6-1b 和 图 6-6) 。 结 果 ， 当 越 来 越 多 的 碱 基 对 上 下 堆积 起 来 时 ， 其 一 便 
Be lA] AY 78 MJER T/y Cminor groove)， 而 另 一 侧 的 广角 就 形成 了 大 沟 (major 
groove) 。( 如 来 糖 和 糖 之 间 呈 直线 相对 ， 也 就 是 180" 的 角度 ， 那 么 所 形成 的 两 个 沟 大 小 
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每 个 碱 基 对 的 边缘 都 暴露 于 大 沟 、 小 沟 中 ， 从 而 产生 了 和 氧 健 供 体 和 受 体 及 识别 碱 基 
对 的 范 德 华 力 表面 的 模式 (图 6-10). 。 在 大 沟 中 的 A : 工 碱 基 对 边缘 ， 化 学 基 团 以 如 下 
顺序 排列 : 氢 键 受 体 CARES ΝΤ). 、 氢 键 供 体 〈 腺 味 吟 C6 EWI A), AA 
(胸腺 喀 啶 C4 ΕΠ ἨΚΑΕ) 和 大 的 朴 水 表面 gE ο5 上 的 甲 基 ) 同样 在 大 沟 中 
G: C 碱 基 对 的 边缘 展示 了 下 列 基 团 : 氢 键 受 体 〈 鸟 味 叭 ΝΤ), 、 氢 键 受 体 (ΝΕΕΣ C6 上 
的 赃 基 ) 、 氢 键 供 体 〈 胞 喀 啶 C4 上 的 环 外 氨基 ) ARIER ESL Gark ος ENA). 
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图 6-10 碱 基 对 边缘 的 化 学 基 团 暴露 于 大 沟 、 小 沟 中 。 红色 字母 分 别 为 氢 键 受 体 
(Α). AHE (D) 、 非 极 性 氨 CH) 和 甲 基 基 因 M). 


四 此， 所 形成 的 氢 键 和 暴露 于 大 沟 中 的 整体 形状 的 特有 模式 可 以 将 A : 工 碱 基 对 与 
G:C 碱 基 对 区 别 开 来 ， 并 可 区 分 A : TRÆ T: A 碱 基 对 、G : C 碱 基 对 与 C: G 
碱 基 对 。 我 们 可 以 把 这 些 特征 看 作 代 码 ， 其 中 A 代表 氢 键 受 体 ，D RRAS, M 
代表 甲 基 ，H 代表 非 极 性 氨 。 以 这 种 代码 方式 ， 在 大 沟 中 ADAM 代表 一 个 A : 工 碱 基 
对 ; AADH 代表 一 个 G : C 碱 基 对 ; ΜΑΡΑ 代表 一 个 工 : A 碱 基 对 ; HDAA 代表 一 个 
C: G 碱 基 对 。 在 所 有 情况 下 ， 大 沟 中 化 学 基 团 的 这 种 代码 都 可 以 具体 说 明 不 同 碱 基 对 
的 特性 。 这 些 模 式 是 非常 重要 的 ， 使 得 蛋白 质 无 需 解 开 继而 破坏 双 螺 旋 就 可 准确 地 识别 
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DNA 订 列 。 事 实 上 ， 正 如 我 们 将 要 看 到 的 ， 一 个 首要 的 解码 机 制 就 是 有 赖 于 氨基 酸 侧 
链 进 入 大 沟 、 识 别 特定 DNA 并 与 其 结合 的 能 力 。 

小 沟 中 化 学 信息 较 少 ， 而 且 现 有 的 信息 对 于 区 分 各 碱 基 对 也 没 多 大 用 处 。 由 于 体积 
NEAR AEA A AER MBE. FEDS, At TRENS T: A 碱 基 对 、G : C 碱 基 对 
与 C : G 碱 基 对 看 起 来 极其 相似 。A : 工 碱 基 对 有 和 氢 键 受 体 〈 腺 味 叭 N3)、 非 极 性 氧 
RER C2 Γή) MAEA 〈 胸 腺 喀 啶 C2 ERA), CREEA AHA， 但 若 
从 反 回 谈 取 ， 其 代码 是 相同 的 。 从 侧 链 伸 人 小 沟 的 蛋白 质 的 氢 键 形成 特性 角度 看 ， 
A : 工 碱 基 对 与 工 : A 碱 基 对 没什么 不 同 。 同 样 ，G : C 碱 基 对 有 和 氢 键 受 体 (SE 
N3) AHA SE C2 上 的 环 外 氨基 ) 和 和 氢 键 受 体 CHR ME C2 上 的 酮 基 )， 它 的 
代码 为 ADA。 所 以 ， 从 和 氧 键 形成 角度 看 ，C : G 碱 基 对 与 G : C 碱 基 也 没有 什么 不 同 。 
NIP, At 工 碱 基 对 与 G : C 碱 基 对 容易 区 分 , 但 G : C 碱 基 对 与 C : G 碱 基 对 、 
A : 工 碱 基 对 与 工 : A 碱 基 对 则 不 容易 区 分 (图 6-10). 


双 曼 旋 以 多 重 构象 存在 


早期 采用 高 浓度 的 抽 成 细 纤 维 的 DNA 溶液 对 DNA 进行 X 射线 晶体 衍射 分 析 ， 提 
出 了 两 种 结构 : A-DNA 和 B-DNA (图 6-11; 框 6-2: 如 何 通 过 X 射线 胶片 中 的 斑点 来 


a B-DNA b A-DNA C 


3.4 nm 


图 6-11 B-DNA, A-DNA 和 Z-DNA 的 模型 。 所 有 结构 中 每 条 链 的 糖 -磷酸 骨架 在 外 侧 (一 个 用 紫色 表示 ， 
一 个 用 绿色 表示 )， 碱 基 在 内 侧 (用 银色 表示 )。 上 面 的 为 侧面 图 ， 下 面 的 为 横 切 图 。a. B-DNA 是 细胞 中 
的 通常 构 型 ， 其 特征 为 每 螺 周 10 个 碱 基 对 CRE 3. 4nm) ， 即 邻近 碱 基 对 堆积 距离 为 0. 34nm， 并 且 可 以 
看 到 大 沟 和 小 沟 。b. A-DNA ΜΗ ΣΕ, ΕΜ) 11 个 碱 基 对 ， 且 碱 基 对 与 螺旋 纵 轴 间 的 夹 角 比 较 大 。 此 
外 ，A-DNA 是 中 空 的 ( 见 横 切 图 )，RNA 双 链 和 RNA-DNA 杂交 双 链 采取 这 种 构 型 。c. Z-DNA 是 左手 
螺旋 ， 呈 Z 字 型 。( 来 源 : C. Kielkopf and P. B. Dervan 惠 赠 ) 
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143 DNA 结构 )。 在 较 高 湿度 下 观察 到 的 BDNA 最 接近 生理 条 件 下 DNA 的 一 般 结 构 : 
ERR Je] 10 个 碱 基 对 ， 宽 的 大 沟 和 罕 的 小 沟 。 在 较 低 湿度 条 件 下 观察 到 的 A-DNA 每 图 
11 个 碱 基 对 。 与 B-DNA 相 比 ， 大 沟 窗 上 是 深 ， 小 沟 宽 上 且 浅 。 细 胞 中 绝 大 部 分 DNA 以 Β 
型 构象 存在 ， 但 在 某 些 DNA- 蛋 白质 复合 体 中 DNA 也 可 以 A 型 构象 存在 。 而 日 A- 
DNA 与 以 双 螺 旋 形 式 存在 的 RNA 分 子 的 结构 相似 。 

重要 实验 


Eo 362 如 何 通 通过 at X ο 线 胶 片 中 的 斑点 揭示 DNA — — 


- 的 图 像 之 一 ， RA 是 由 Rosalind Franklin 4 R- -- - 张 
ps 图 。 ak oeaan Mes 之 


ο aston-Crick r model) κα ar 
a a 


- | 字 视 Lie (Maltese 
ae x 度 反映 出 


1 1 用 红 thm), awaze ΚΑῚ 


5 一些 思考 . “κκ PE Ά T E. αν i a 可 以 这样 8 ma ， 这 we καλα 
与 双 螺 μη 是 相 相对 应 的 。 2. 
阵列 和 oe 重复 
ος, à : ak 用 来 : πε 
... 站 构 ， a 为 它 的 κα, 2A ο. 15nm)。 ο. 一 站， PA 间 会 相互 加 
: 一 系 系列 λος. 波 之 间 则 相互 


pt slr ang 
tnra Lo )。 因 ; RR rae Ra 1; 


,可 以 进一步 «αρα aman τον 
ην ο- 

regen ties ris #4 HERKEN st 
x 4 ens 一 系 列 相 互 连接 的 zig’ 和 zag ( 或 更 恰 4 - 一 点 Ei 2 i 线 )。 - 


teen ο ae zig ἃ 想 1 ug 为 产 产生 一 - 套 倾 4 针 线 ， ， Zag 产 生 另 Tae 4 线 ， 那么 过 zig 和 
ο“... 


例子 所 示 的 两 行 相 互 交 叉 的 斑 E 这 就 构成 了 Franklin 照片 中 
Ae ， 因 此 该 十 字 揭示 出 了 DNA 的 螺旋 结构 。 tr 入 射线 的 波长 ， 
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B-DNA 是 一 种 理想 结构 ， 与 细胞 中 的 DNA 略 有 不 同 ， 体 现在 两 方面 : 第 一 ， 
液 中 的 DNA 分 子 比 BDNA 分 子 螺旋 程度 更 高 ， 平均 每 螺 周 有 10. 5 个 碱 基 对 ; 第 二 ， 
B 型 构象 是 均一 的 结构 ， 然 而 实际 的 DNA 没有 如 此 规则 ， 甚 至 从 精细 结构 看 ， 它 的 各 个 
基 对 之 间 都 有 所 不 同 ， 这 是 将 不 同 序列 DNA 的 晶体 结构 进行 比较 得 出 的 结论 。 例 如 ， 
每 个 碱 基 对 的 两 个 碱 基 并 不 是 一 直 处 于 同一 平面 ， 其 至 能 呈现 “螺旋 桨 扭转 ”， 两 个 碱 基 
平面 沿 看 碱 基 对 的 长 轴 相 对 于 彼此 向 相反 方向 旋转 ， 赋 予 碱 基 对 类 似 螺 旋 桨 的 特征 (图 
6-12). 。 此 外 ， 每 个 碱 基 对 精确 的 螺旋 浆 扭 角 并 不 恒定 ， 结 果 局 部 上 大 沟 小 沟 的 宽度 会 发 
变化 。 因 此 ，DNA 分 子 永 远 不 会 是 完全 规则 的 双 螺 旋 。 相 反 ，DNA 的 准确 构象 取决 于 
双 螺 旋 每 一 位 置 上 何 种 碱 基 对 (A:T、_T:A、G:C 或 者 C: G) 及 其 相 邻 碱 基 对 的 存 


DNA 的 结构 » 117. 


6-12 右手 螺旋 中 味 叭 和 喀 了 啶 碱 基 对 之 间 的 螺旋 桨 扭转 。a.。 常规 Watson 和 Crick 配对 中 3 个 连续 A : 工 碱 基 对 
的 序列 结构 。 b. 螺旋 桨 扭转 引发 碱 基 相对 于 其 长 轴 的 旋转 。 ( 据 Aggaarwal et al. ，1988. Science 242. 899-907, 
Fig. 5b. © AAAS, ) 


在 。 但 是 就 许多 研究 而 言 ，B 型 构象 仍然 是 与 细胞 中 DNA 结构 最 接近 的 ， 
DNA 有 时 可 形成 左手 螺旋 


LTE SCF AY ERAS AIRE ΠΕΡΕ SEK) DNA 除 可 形成 右手 螺旋 外 还 可 形成 左手 螺旋 ， 为 了 
弄 清 左 手 螺旋 是 如 何 形成 的 ， 我 们 需要 仔细 考虑 将 碱 基 连 到 ο) — 08 5 Βχ 8 1 位 置 的 糖苷 
键 。 这 个 键 可 以 以 顺 式 (syn) 或 反 式 (anti) 两 种 构象 中 的 一 种 存在 (图 6-13) 。 右 手 
螺旋 DNA 的 糖苷 键 只 以 反 式 构象 存在 。 而 堪 手 螺旋 中 基本 重复 单位 通常 是 味 吟 - 喀 喧 
二 核 苷 酸 。 糖 背 键 在 味 叭 位 置 以 顺 式 构象 存在 ， 在 喀 喧 位置 以 反 式 构象 存在 . FER 
AEIR δε πὲ μὲ T AFRE. h FEA Hy JUG SR Hg SA FE FE DNA 的 骨架 上 
顺 式 反 式 构象 交替 出 现 ， 呈 现 Z 字 型 走向 (因此 命名 为 ZZDNA; 图 6-11)， 可 与 右手 螺 
旋 区 分 开 。 影 响 反 式 向 顺 式 转变 的 旋转 也 使 核糖 基 团 在 折 丢 过 程 中 发 后 了 恋 化 、 如 图 
6-13 所 示 ，C3' 和 C2" 可 以 转换 位 置 。 只 有 在 高 阳离子 浓度 下 (如 Nat). 中 和 了 和 带 负 电 的 
克 酸 基 团 ， 溶 液 中 的 交替 呆 叭 - 喀 啶 残 基 才 会 呈现 左手 螺旋 构象 在 低 盐 浓度 情况 下 ， 它 
们 会 形成 典型 的 右手 螺旋 构象 。Z-DNA 的 生理 意义 还 不 清楚 ， 左 手 螺旋 在 细胞 DNA 中 可 
能 只 占 很 小 一 部 分 。A-DNA、B-DNA 和 Z-DNA 的 更 多 细节 列 于 表 6-2. 


表 6-2 从 XX 射线 单 晶体 衍射 分 析 得 出 的 A 型 、B 型 和 Z 型 DNA 结构 特性 的 比较 


μα 旋 类 型 
A B Z 
外 形 短 粗 适中 细 长 
每 碱 基 上 升 23A 3. 32A 3. 8A 


螺旋 直径 25. 5A 23. ΤΑ 18. 4A 
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续 表 
iR we 类 型 
A B Z 
螺旋 方向 右手 右手 左手 
每 螺旋 单位 碱 基数 ] ] 2 
每 螺 周 碱 基数 约 11 约 10 12 
碱 基 夹 角 33. 6° 35,8 . 每 2bP 为 一 60° 
i 24. 6A 33. 2A 45.6A 
碱 基 倾角 +19 -1. 2 —9° 
碱 基 平 均 螺 旋 桨 扭 角 +18° +16° 约 0° 
螺旋 轴 位 置 RY 穿 过 碱 基 对 小 沟 
KRY 极 狭 、 很 深 w PERE ΜΗ 
小 沟 很 宽 、 浅 Be. PERE 极 狭 、 很 深 
糖苷 键 构象 反 式 反 式 C 反 式 、G 顺 式 


来 源 : 据 Dickerson R. E. et al. 1982. CSHSQB47; 14. Copyright © 1982 Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
许可 修改 。 


DNA 双 链 可 以 分 开 (变性 ) 和 复 性 


i St Be CH [2] Ay SUR Πέ ΠῚ DY AR BE HR πε BES A GE 

ig Oa a MED 结合 在 一 起 ， 故 我 们 可 预计 它们 分 
< Eh i | ge ϱ 开 也 κ 容 2 á 确 K | mm ú i 的 Ἢ 的 "i 4 - 

ii ο 5 g 时 ， 束 表明 DNA 就 以 这 种 方式 进行 复制 。 


8 100°C) 或 者 pH 较 高 时 ， 互补 的 两 条 链 就 可 
分 开 ， 这 个 过 程 称 为 变性 (denaturation), 

然而 ，DNA 双 链 完全 分 开 的 变性 过 程 是 可 

ERS SS. 逆 的 ， 当 变性 DNA 的 热 溶 液 缓慢 降温 ， 
DNA 的 互补 链 又 可 重新 聚合 ， 形 成 规则 的 
ΑΕ (图 6-14). 。 由 于 变性 的 DNA 分 子 具 
有 复 性 的 能 力 ， 因 此 来 源 不 同 的 两 条 DNA 
链 通过 绥 慢 降温 也 可 形成 人 工 杂 交 DNA 分 
td ο hi . 子 ， 同 样 ， 互 补 的 DNA All RNA 链 也 可 形成 

Z-DNA 中 的 脱氧 鸟 童 酸 ATF. TER 20 章 里 ， 两 条 单 链 核酸 形成 

图 6-13 ΒΌΝΑ 中 鸟 呆 叭 的 反 式 构象 和 Z-DNA haa 杂交 分 子 的 能 力 被 称 为 杂交 (hybridiza- 
叭 的 顺 式 构象 。 右 手 螺旋 的 BDNA 中 ， 连 接 脱 氧 核 糖 tion) 。 这 是 分 子 生 物 学 中 几 项 不 可 缺少 的 技 
和 碱 基 的 糖苷 键 〈 用 红色 表示 ) 只 以 反 式 构象 存在 ; 术 的 基础 。 例如 ，Southern 印迹 杂交 (第 21 


左手 螺旋 的 Z-DNA 中 ,糖苷 键 沿 箭头 方向 旋转 ， 在 嘲 章 ) 和 DNA 芯片 分 析 (第 19 音 ， 框 19-1) 

叭 处 形成 顺 式 构象 (这 里 为 鸟 味 叭 )， 而 啼 啶 处 依然 保 i 
2 YA hr 

持 规则 的 反 式 构象 ， 没 有 发 生 旋转 。 OK YR: Wang A. 20 世纪 50 年 代 通过 在 一 系列 条 件 下 研 


J. H. etal. 1982. CSHSQB 47; 41. Copyright© 1982 FX DNA 变性 的 经 典 实验 ， 对 双 螺 旋 的 特性 
Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) A TRZ 的 认识 。 这 些 实验 依 菲 测 | 量 通 过 


B-DNA 中 的 脱氧 鸟 苷 酸 
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图 6-14 退火 和 杂交 。 两 个 基本 相同 的 双 链 DNA 分 子 的 混合 物 ， 一 个 是 正常 的 野生 型 ΏΝΑ. 为 一 个 是 缺少 一 小 
段 核 苷 酸 的 突变 体 DNA (缺少 核 苷 酸 的 区 域 用 红色 标 为 a)。 加 热 混 合 物 使 DNA AE HE. 变性 DNA 在 低 于 熔 解 温度 
的 条 件 下 培育 时 可 以 复 性 ， 产 生 两 种 类 型 的 复 性 分 子 ， 一 是 完全 复 性 分 子 ， 分 别 由 互补 的 两 条 野生 型 链 或 两 条 突变 型 
链 构 成 双 螺旋 ， 二 是 杂交 分 子 ， 由 一 条 野生 型 链 和 一 条 突变 型 链 构 成 ， 并 形成 一 段 短 的 不 配对 的 环 (区 域 a)。 


DNA 溶液 的 紫外 线 吸光 率 实现 对 DNA 变性 的 监控 。DNA 在 260nm 处 有 最 大 吸收 ， 碱 
基 古 造成 吸收 的 主要 因素 。 由 于 双 螺 旋 DNA 的 光 吸 收 比 单 链 DNA 少 40%. 当 DNA 
溶液 温度 升 高 到 接近 水 的 沸点 时 ， 光 吸收 值 (absorbance) 在 260nm 处 明显 增加 ， 这 种 
现象 称 为 增色 效应 Chyperchromicity) ; 而 减 色 效 应 则 是 因为 双 螺旋 DNA 中 的 碱 基 堆 
积 降低 了 对 紫外 线 的 吸收 能 力 。 

如 有 果 我 们 将 DNA 的 光 吸 收 对 温度 绘制 函数 曲线 ， 不 难看 出 光 吸 收 的 急剧 增加 发 生 
在 相对 较 容 的 一 个 范围 内 。 吸 光度 增加 到 最 大 值 一 半 时 的 温度 叫做 DNA 的 燃点 《melt- 
ing point), H Ta 表示 (图 6-15). DNA 像 冰 一 样 熔 解 ， 经 历 了 从 高 度 有 序 的 双 螺 旋 
第 构 向 无 规则 单 链 结 构 的 转变 。 在 DNA 熔点 处 光 吸 收 的 急剧 增加 说 明 DNA 互补 双 链 
的 变性 、 复 性 是 一 个 高 度 协同 的 、 类 似 于 拉 拉 链 一 样 的 过 程 。 例 如 ， 复 性 最 可 能 以 缓慢 
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的 成 核反应 发 生 ， 首 先 一 条 链 上 的 一 小 部 分 碱 基 在 互补 链 上 找到 与 它们 互补 的 那 部 分 碱 
基 并 与 之 配对 (图 6-14 中 图 )， 然 后 两 条 链 的 其 余部 分 就 会 在 成 核 位 置 像 拉 拉链 那样 迅 
速 形 成 双 螺 旋 (图 6-14 FAD. 


图 6-15 DNA 变性 曲线 。 


Γι 值 是 DNA 的 特征 常数 ， 极 大 地 取决 于 DNA 中 G 十 C 的 百 分 含量 和 溶液 中 的 离 
子 强 度 。DNA 中 G 十 C 的 百 分 含量 越 高 ( 即 A 十 工 的 百 分 含量 越 低 ) DNA 的 Th 值 越 
局 (图 6-16)。DNA 溶液 的 盐 浓 度 越 高 ，DNA 的 Τι 值 也 越 高 。 这 是 为 什么 呢 ? 与 
A : T 碱 基 对 相 比 ，G : C 碱 基 对 对 DNA 的 稳定 性 具有 更 重要 的 作用 : 首先 ，G : C 碱 
基 对 之 间 有 3 TA, MA: 工 碱 基 对 之 间 只 有 2 个 氢 键 ;更 为 重要 的 是 ，G : C 碱 基 
对 与 相 邻 碱 基 对 之 间 的 堆积 力 比 A : 工 碱 基 对 与 其 相 邻 碱 基 对 之 间 的 堆积 力 更 大 。 离 子 
强度 的 效应 则 反映 出 双 螺 旋 的 男 一 基本 特性 。 两 条 DNA 链 的 骨架 包含 了 带 负 电 的 磷酸 
基 团 。 如 有 果 这 些 负 电 答 没有 被 中 和 ， 双 链 之 间 这 种 静电 斥 力 将 驱使 两 条 链 分 开 。 在 高 离 
子 唱 度 下 ,人 负电 和 荷 可 以 被 阳离子 所 中 和 ， 促 进 了 双 螺 旋 结构 的 稳定 ; 相反， 在 低 离子 强 
度 下 ， 未 被 中 和 的 负电 荷 将 会 降低 双 螺 旋 的 稳定 性 。 


— #8 DNA 为 环 状 分 子 


早期 研究 认为 所 有 的 DNA 分 子 都 是 线形 的 ， 具 有 两 个 游离 末端 。 确实 ， 每 个 
真 核 细胞 的 染色 体 都 有 一 个 极 长 的 单独 的 DNA 分 子 ， 但 是 现在 我 们 知道 某 些 DNA 
是 环 状 的 。 例 如 ,小 猴 DNA 病毒 SV40 染色 体 就 是 环 状 双 螺 旋 DNA 分 子 ， 长 
5000bp。 并 且 大 多 数 细 菌 染 色 体 也 是 环 状 的 。E. coli 的 环 状 染色 体 长 约 5000kb。 
此 外 ， 许 多 细菌 都 有 染色 体外 自主 复制 的 遗传 因子 一 一 质粒 (plasmid) ， 通 常 为 环 
状 DNA 分 子 。 

有 趣 的 是 ， 一 些 DNA AFR ARRIBA ΡΟΚ, RES IF ARE, — 
种 寄生 在 Ε. co 中 的 DNA 病毒 。 在 病毒 粒子 中 入 哈 菌 体 的 基因 组 是 线形 双 链 分 子 。 但 
当 λ WE RY E. coli 细胞 时 ，、 叹 菌 体 的 基因 组 被 注入 E. coli 细胞 ，DNA 分 子 随 之 
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图 6-16 DNA 的 变性 取决 于 G 十 C 含量 和 盐 浓度 。G 二 C 的 百 分 含 
量 越 高 ，DNA 的 变性 温度 (Tm) 越 高 。 不 同 来 源 的 DNA 分 别 溶 
解 在 低 盐 浓度 〈 红 线 表 示 ) 和 高 盐 浓度 〈 绿 线 表 示 ) 的 溶液 中 ， 
PH 7.0。 各 点 代表 DNA 的 变性 温度 ， 以 G+C 的 百 分 含 量 为 纵 坐 
标 作 图 。( 来 源 : Marmur J. and Doty P. 1962 Journal of Molecular 
Biology 5: 120, © Elsevier) 


发 生 环 化 。 这 是 由 于 和 MRR AY OE DNA 未 端 具有 互补 的 单 链 凸 出 部 分 ， 即 "Fen PEAR 
μή, FY TE Pa EE TTT WE PK 
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DNA 征 一 种 柔性 结构 ， 它 精确 的 分 子 参数 与 两 方面 相关 : 中 周围 的 离子 环境 ， 
名 和 它 形成 DNA -和 蛋白质 复 合体 的 DNA 结合 蛋白 的 性 质 。 因 为 线性 DNA 分 子 的 末端 
征 诉 离 的 ， 所 以 它们 可 以 自由 旋转 以 适应 双 螺 旋 两 条 链 彼此 缠绕 次 数 的 变化 ， 但 是 如 果 
DNA 分 子 的 两 个 末端 共 价 连接 形成 环 状 分 子 ， 并 且 两 条 链 的 糖 - 磷 酸 骨 架 没 有 间断 ， 
DNA 分 子 的 两 条 链 彼此 缠绕 的 次 数 就 不 能 改变 。 这 样 的 共 价 闭环 DNA 的 拓扑 结构 是 
受 限 的 。 甚 至 由 于 长 度 极 长 ， 染色 质 结 构 以 及 与 其 他 细胞 成 分 的 相互 作用 等 原因 ， 真 核 
细胞 染色 体 的 线形 DNA 分 子 的 拓扑 结构 也 是 受 限 的 (第 7 BE). 尽管 有 这 些 限制 ， 
DNA 仍然 在 细胞 中 参与 了 许多 动力 学 过 程 。 例 如 ， 双 螺 旋 的 相互 缠绕 的 两 条 链 必须 迅 
速 分 开 以 完成 DNA 复制 并 转录 为 RNA。 因 此 ， 理 解 DNA 拓扑 学 以 及 细胞 如 何在 
DNA 复制 、 转 录 及 其 他 的 染色 体 活动 中 适应 并 利用 拓扑 结构 的 限制 ， 在 分 子 生 物 学 中 
具有 极其 重要 的 意义 。 
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连环 数 是 共 价 闭环 DNA 的 固有 拓扑 特性 


考虑 一 下 共 价 闭环 DNA (covalently closed, circular DNA， 人 简称 cccDNA) 的 拓扑 
特性 。 因 为 多 核 甘 酸 链 中 无 断裂 ， 所 以 不 破坏 共 价 键 就 不 能 使 cccDNA 的 两 条 链 彼 此 
分 离 。 如 果 想 使 环 状 DNA 的 两 条 链 分 开 而 又 不 永久 破坏 糖 - 磷 酸 骨 架 上 的 任何 共 价 
健 ， 我 们 必须 使 一 条 链 反 复 穿 过 男 一 条 链 (有 一 种 酶 能 完成 这 个 过 程 )。 连 环 数 
(linking number) 是 指 要 使 两 条 链 完 全 分 开 时 一 条 链 必须 穿 过 另 一 条 链 的 次 数 (图 
6-17)。 不 论 DNA 分 子 如 何 扭曲 ， 连 环 数 是 共 价 闭环 DNA 的 固有 拓扑 特性 ， 而 且 一 
定 是 整数 。 


图 6-17 共 价 闭环 DNA (cccDNA) 的 拓扑 结构 。 图 示 为 DNA 松弛 态 (a) 到 负 超 螺旋 结构 (Ὁ) 的 转变 ， 超 螺 
旋 结构 的 张力 可 通过 环 状 DNA 形成 超 螺旋 (Cb) 或 碱 基 对 氢 键 的 局 部 断裂 Cc) 以 消除 。( 据 Dr M. Gellert 7 
可 修改 。) (来 源 : Modified from Kornberg A. and Baker T. A. 1992. DNA replication, 11-21, p. 32.© W. H. 
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连环 数 是 扭转 数 (twist number) 和 缠绕 数 (writhe number) 这 两 个 几何 数 的 总 和 
〈( 见 交互 动画 6-1) 。 先 来 看 扭转 数 ， 扭 转 数 仅仅 是 一 条 链 旋 绕 另 一 条 链 的 螺旋 数 ， 即 一 
条 链 完全 缠绕 另 一 条 链 的 次 数 。 设 想 一 个 cccDNA 分 子平 躺 在 一 个 平面 上 ， 在 这 个 平面 
构象 中 ， 连 环 数 就 等 于 扭转 数 。 确 实 ， 扭 转 数 可 以 由 统计 两 条 链 彼 此 缠绕 的 次 数 而 加 以 
确认 (图 6-17a) 。 右 手 螺旋 的 螺旋 交叉 数 (扭转 数 ) 被 定义 为 正 数 ， 因 此 DNA 的 连环 
数 是 正 值 。 

但 是 cccDNA 通常 不 是 处 在 一 个 平面 上 ， 而 是 扭转 的 ， 以 至 于 在 三 维 空间 里 双 螺 
旋 的 长 轴 经 负重 复 地 目 我 交叉 (图 6-17b)， 这 称 为 缠绕 数 。 为 使 这 种 外 力 造 成 的 扭曲 
更 加 形象 化 ， 可 以 想像 一 下 过 度 扭 曲 的 电话 线 。 
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缠绕 可 能 有 两 种 形式 ， 一 种 形式 称 互 卷 (interwound) 或 相 缠 螺旋 (plectonemic 
writhe)， 如 图 6-17b 和 图 6-18a 描述 的 ， KAS ARAM; 另 一 种 形式 为 环形 Cto- 
roid) 或 螺 线 管状 〈spiral) ， 像 通常 DNA 缠绕 蛋白 质 时 一 样 ， 其 长 轴 以 螺 线 管 形 式 绕 
成 圆柱 状 (图 6-18b )。 缠 绕 数 (Wr)， 是 cccDNA 中 相 缠 螺旋 形式 缠绕 数 和 (πὶ) “8 
线 管 形式 缠绕 数 的 总 和 。 例 如 ， 图 6-17b 所 示 分 子 的 缠绕 数 为 4. 
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6-18 超 螺旋 DNA 的 两 种 缠绕 方式 。 图 示 为 同等 长 度 cccDNA 的 相 缠 螺旋 
(a) 和 环形 螺 线 管 (Cb) 两 种 缠绕 方式 。a. 双 螺 旋 DNA 自身 发 生 扭曲 形成 互 
卷 或 称 相 纺 螺旋， 如 图 中 所 示 的 支 链 分 子 。b. 环形 或 螺 线 管 缠绕 被 描述 为 圆 
柱 形 盘 绕 。 (来 源 : 据 Kornberg A. and Baker T. A. 1992. DNA replication, 
11-21, p. 33.@ 1992 by W. H. Freeman and Company. i AJ 修改 ， 经 Dr. 
Nicholas Cozzarelli 许可 ) 


相 缠 螺旋 形式 和 螺 线 管 形式 是 cccDNA 拓扑 等 价 的 几何 特性 ， 容 易 发 生 相 互 转化 ， 
扭转 和 缠绕 也 是 可 以 相互 转化 的 。 一 个 cccDNA 分 子 容易 发 生 扭转 变形 ， 在 不 破坏 任何 
共 价 键 的 条 件 下 ， 部 分 扭转 转变 为 缠绕 或 者 部 分 缠绕 转变 为 扭转 。 唯 一 不 变 的 是 扭转 数 
(Tw) 和 缠绕 数 (Wr) 的 总 和 必须 与 连环 数 (Lk) 相等 ， 用 等 式 表 示 如 下 

Lk = Tw + Wr 


LK 是 生理 条 件 下 完全 松弛 态 cccDNA 的 连环 数 


BAR cccDNA 未 形成 超 螺旋 (supercoiling)， 即 松弛 态 (relaxed)， 则 它 的 扭转 数 就 与 
生理 条 件 下 DNA 溶液 中 的 B-DNA 相同 〈 每 螺 周 10. 5 个 碱 基 对 )。 生 理 条 件 下 cccDNA 的 
连环 数 CLR) 表示 为 Lk*。 这 样 一 个 分 子 的 Lk 就 是 碱 基 对 数 除 以 10. 5 所 得 的 值 。 假 
如 一 个 cccDNA 长 度 为 10 500bp， 则 Lk=+1000 (由 于 DNA 是 右手 螺旋 ， 此 值 为 正 
数 )。 为 了 说 明 这 一 点 ， 我 们 不 妨 做 个 实验 ， 将 长 度 为 10 500bp 的 cccDNA 的 一 条 链 拉 
展 为 平面 环 状 ， 则 男 一 条 链 与 这 条 链 交 叉 1000 κ. 

如 果 cccDNA 不 处 于 松弛 态 我 们 如 何 消 BRE BY 48 BR EYE? 一 个 方法 是 用 DNase Γι Fl 
处 理 DNA， 目 的 是 平均 每 个 DNA 分 子 打 断 一 个 磷酸 二 酯 键 (或 一 小 部 分 键 )。 一 日 DNA 
以 这 种 方式 产生 “缺口 ”就 不 再 受 拓扑 抑制 ， 它 的 链 可 以 自由 旋转 ， 使 缠绕 消失 (图 
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6-19) 。 如 采 缺 口 被 修复 ， 产 生 的 cccDNA 分 子 旦 松弛 态 ，L&k 平均 值 与 Lk° 相等 (由 于 
修复 缺口 时 旋转 程度 波动 ， 所 产生 的 cccDNA 的 Lk 有 的 略 大 于 Lk*， 有 的 略 小 于 LE. 
因此 这 种 解 旋 的 方法 将 会 产生 一 系列 限定 在 很 罕 范 围 内 的 cccDNA， 其 Lk 平均 值 与 
Lk° 相等 )。 
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图 6-19 DNase 工作 用 可 使 DNA 解 旋 。 
细胞 中 DNA 呈 负 超 螺旋 


HH Lk 与 Lk° 的 差 值 表示 超 螺旋 的 程度 ， 称 为 连环 差 (linking difference). 
ALk=Lk—Lk° 
如 采 cccDNA 的 ALk 绝对 值 远大 于 0，DNA 就 会 因为 过 度 扭曲 产生 超 螺 旋 。L&k 二 Lk?， 
Bl ALR<O, DNA 产生 “ 负 超 螺旋 ”; Lk>Lk?, Bl ΔΙ 55Ο, DNA 产生 “ 正 超 螺旋 ” 
举例 来 说 ， 图 6-17a 所 示 分 子 为 松弛 态 Lie 王 36， 图 6-17b 所 示 分 子 为 负 超 螺旋 ，L&k 二 
32， 后 者 与 前 者 相差 4， 所 以 ALR=—4 
因为 ALR 5 Lk? 取决 于 DNA 分 子 的 长 
BE, 采用 一 个 超 螺旋 的 标准 测量 方式 会 更 方 
便 。 这 就 是 超 螺旋 密度 (superhelical densi- 
ty), Flo 表示 ， 定 义 如 下 : 
o= ALR/LR° 

从 细 阔 和 真 核 细 胞 中 提取 的 环 状 DNA 分 子 通 
第 是 负 超 螺旋 ，c 值 约 为 一 0.06。 图 6-20 所 
未 电子 显 微 照片 将 鸣 菌 体 DNA 松弛 态 结构 与 
ie WR The a FEAT T E. 
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6-20 ERE DNA 的 电子 显 微 照 片 。 上 图 为 叹 
ra PM2 的 松弛 态 (未 发 生 超 螺旋 ) DNA 的 电子 
显 向 照片 ;下 图 为 噬菌体 超 螺旋 形式 的 电子 显 微 昭 
ΤΠ. (来源 : Electron micrographs courtesy of Wang 
J. C. 1982, Scientific American 247: 97. ) 


超 螺 旋 的 生物 学 意义 是 什么 呢 ? 负 超 螺 
诈 含 有 自由 能 ， 可 以 为 打开 双 链 提供 能 量 ， 
使 DNA 复制 和 转录 这 样 的 解 离 双 链 的 过 程 得 
以 顺利 完成 。 因 为 Lk 二 Tw 十 Wr， 负 超 螺旋 
可 以 让 双 螺 旋 扭 转 数 减少 〈 比 较 图 6-17a 和 图 
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6-17b)， 负 超 螺 旋 区 域 因 而 有 局 部 解 旋 倾 向 。 因 此 ， 与 松弛 态 DNA 相 比 ， 负 超 螺旋 
DNA 更 易于 解 链 。 

唯一 含有 正 超 螺旋 DNA 的 生物 体 是 某 些 生 活 在 极端 高 温 环 境 (如 温泉 ) 中 的 嗜 热 
做 生物 。 在 这 种 情况 下 ， 我 们 认为 正 超 螺 旋 提供 能 量 ， 阻 止 DNA 在 高 温 中 发 生变 性 。 
IE eB ΒΑΕ ἨΕ ΠΒ CDNA 过 度 扭 曲 ) ， 则 嗜 热 微 生物 DNA 双 链 打开 就 比 一 般 生物 呈 负 
超 螺旋 的 DNA 需要 更 多 能 量 ， 


真 核 细胞 中 核 小 体 引入 了 负 超 螺旋 


下 一 和 草 中 我 们 将 提 到 真 核 细胞 细胞 核 中 的 DNA 被 包装 成 小 颗粒 ， 称 为 核 小 体 
(nucleosome) 。 在 核 小 体 中 ，DNA 双 蝶 旋 以 螺 线 管 方式 围绕 蛋白 质 核心 缠绕 两 圈 。 重 
要 的 是 ， 它 以 左手 螺旋 方式 进行 盘 绕 ( 伸 出 左手 ， 想 像 DNA 如 何 盘 线 在 核 小 体 上 ， 见 
第 7 和 草 ， 图 7-18) 。 实 际 上 ， 左 手 螺 线 管 方式 就 等 同 于 负 超 螺旋 。 因 此 ，DNA 包装 成 核 
小 体 引 入 了 负 超 螺旋 密度 。 


拓扑 弄 构 酶 可 使 超 螺旋 DNA 解 旋 


连环 数 是 DNA 的 固有 特性 ， 受 制 于 DNA 的 拓扑 结构 。 只 有 破坏 糖 -磷酸 骨架 才能 
使 它 发 生 改 变 。 拓 扑 异 构 酶 (topoisomerase) 可 以 催化 DNA 产生 瞬时 单 链 或 双 链 的 断 
Be [ΠΠ LAE με HR 

拓扑 异 构 酶 有 两 种 基本 类 型 。 拓 扑 异 构 酶 开通 过 两 步 改变 DNA 连环 数 。 它 们 在 
DNA 上 产生 一 瞬时 的 双 链 缺口 ， 并 在 缺口 闭合 以 前 使 一 小 段 未 被 切 制 的 双 螺 旋 DNA 
FIO, Al 6-21 是 此 反应 的 大 概 过 程 示意 。 拓 扑 异 构 酶 了 依靠 ΑΤΡ 水 解 提供 的 
能 量 来 催化 这 一 反应 。 相 反 ， 拓 扑 异 构 酶 工 一 步 就 可 以 改变 DNA 的 连环 数 ， 其 作用 是 
使 DNA 和 暂时 产生 单 链 切口 ， 让 未 被 切割 的 另 一 条 单 链 在 切口 闭合 之 前 穿 过 这 一 切口 
(图 6-22) 。 与 拓扑 异 构 酶 开 相 比 ， 拓 扑 异 构 酶 工 不 需要 ΑΤΡ. 下 面 将 前 述 拓扑 异 构 酶 
如 何以 受 控 的 、 协 调 的 方式 松弛 DNA 以 及 促进 其 他 相关 反应 。 


on "a r £ ν 
ἃ ο 1. ας. iv Ὃς ELN 


图 6-21 DNA 在 拓扑 异 构 酶 开 作 用 下 改变 连环 数 的 过 程 。 拓 扑 异 
构 酶 下 结合 于 DNA, 产生 双 链 断裂 ， 未 断裂 的 DNA 穿 过 缺口 后 ， 
青 将 断 链 闭合 。 
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图 6-22 拓扑 异 构 酶 I 的 作用 机 制图 。 拓 扑 异 构 酶 切 开 DNA 双 链 中 的 一 条 ， 没 有 被 
切 的 互补 链 通 过 缺口 穿 过 来 ， 然 后 连 上 缺口 ， 该 过 程 使 连环 数 加 1. 


原核 生物 中 存在 引导 DNA 超 螺 旋 形成 的 特殊 拓扑 异 构 酶 


原核 和 其 核 生物 都 存在 可 以 从 DNA 中 去 除 超 螺旋 的 拓扑 异 构 酶 IT 和 开 。 另 外 ， 原 
核 生 物 还 拥有 一 种 特殊 的 拓扑 异 构 酶 下 ， 通 称 为 促 旋 酶 ， 它 引入 而 不 是 去 除 负 超 螺旋 。 
DNA 促 旋 酶 使 原核 生物 染色 体 产生 负 超 螺旋 。 这 种 负 超 螺旋 促进 DNA 双 螺 旋 的 解 旋 ， 
而 这 种 解 旋 又 会 激发 包括 启动 DNA 转录 和 复制 在 内 的 许多 反应 。 


拓扑 弄 构 酶 也 可 以 解 链 和 松弛 DNA 分 子 


拓扑 异 构 酶 不 仅 能 松弛 双 螺 旋 DNA， 而 且 能 促进 一 些 与 维持 细胞 内 DNA 的 适当 
结构 有 关 的 重要 反应 的 发 生 。 这 些 酶 利用 松弛 双 螺 旋 DNA 相同 的 瞬时 DNA 断裂 以 及 
链 通过 反应 机 制 来 实现 这 些 反 应 。 

拓扑 异 构 酶 既 能 链接 〈catenate) 也 能 解 开 (decatenate) MAK DNA 分 子 。 环 状 
DNA 分 子 如 果 像 一 条 链 的 两 个 环 一 样 连接 在 一 起 ， 就 称 为 相互 “链接 ” (图 
6-23a) 。 在 拓扑 异 构 酶 这 两 个 活性 中 ， 它 解 开 环 状 DNA 的 能 力 显然 更 富有 生物 学 
意义 。 如 同 我 们 将 在 第 8 章 看 到 的 ， 一 轮 DNA 复制 完成 后 通常 产生 链接 在 一 起 的 
DNA 分 子 ( 图 8-34 所 示 )。 拓 ’ 扑 异 构 酶 在 解 开 这 些 DNA， 以 便 使 它们 在 细胞 分 离 
时 分 配 到 两 个 子 细胞 中 去 的 过 程 中 起 关键 作用 。 两 个 共 价 闭合 的 环 状 DNA 分 子 的 
解 开 要 求 一 个 DNA 分 子 的 两 条 链 穿 过 另 一 个 DNA 分 子 的 双 链 缺口 。 这 些 反 应 有 
赖 于 拓扑 异 构 酶 I 。 由 于 解 链 的 必要 性 ， 拓 扑 异 构 酶 是 细胞 必需 的 蛋白 质 。 然 
而 ， 如 采 两 个 相互 链接 的 DNA 分 子 中 至 少 有 一 个 携带 缺口 ， 那 么 拓扑 异 构 酶 了 也 
可 以 解 开 这 两 个 分 子 (图 6-23b) 。 

里 然 在 考虑 拓扑 问题 的 时 候 ， 我 们 关注 的 总 是 环 状 DNA 分 子 ， 真 核 生物 的 长 线性 
染色 体 也 存在 拓扑 结构 。 例 如 ， 在 每 一 轮 DNA 复制 中 ， 两 条 双 链 的 子 DNA 分 子 通 党 
缠绕 在 一 起 (图 6-23c)。 这 些 相互 缠绕 的 位 点 就 像 链 接 在 一 起 的 DNA 分 子 之 间 的 连接 
一 样 ， 阻 碍 了 姐妹 染色 体 在 有 丝 分 裂 过程 中 的 分 离 。 因 此 ， 通 常 由 拓扑 异 构 酶 本 催化 的 
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DNA M, 1 DNA 的 成 功 复制 和 真 核 细 胞 的 分 裂 所 必需 的 。 

有 了 时， 一 个 DNA 分 子 会 出 现 打 结 的 现象 (图 6-23d) 。 例 如 ， 第 11 章 中 我 们 将 详 
细 讨 论 的 一 些 位 点 特异 性 重组 反应 会 引起 DNA 的 打 结 现象 。 在 此 ， 拓 扑 异 构 酶 也 可 
以 解 开 这 种 双 链 DNA 中 的 结 。 如 果 DNA 分 子 中 含有 缺口 ， 那 么 拓扑 异 构 酶 工 也 可 以 
完成 解 链 工作 。 


a 工 型 拓扑 异 构 酶 


b 


c ΤΗ ΝΕ 


d 工 型 拓扑 弄 构 酶 


站 We 


6-25 拓扑 异 构 酶 对 DNA 的 解 环 、 解 旋 和 解 结 作 用 。a. 拓扑 异 
构 酶 工 能 够 在 共 价 闭合 环 状 DNA 分 子 上 产生 一 个 双 链 缺口 并 使 另 
一 个 DNA 分 子 穿 过 缺口 形成 套 在 一 起 的 双环 链接 或 解 链 。b. 拓扑 
异 构 酶 只 有 在 DNA 分 子 有 缺口 或 断 点 的 情况 下 才能 使 DNA 分 子 
链接 或 解 链 ， 因 为 这 种 酶 一 次 只 能 切断 一 条 DNA 链 。c. ABAD 
染色 体 复制 过 程 中 所 产生 的 相互 缠绕 的 线性 DNA 长 链 能 够 被 拓扑 
异 构 酶 解 开 。d. DNA 的 结 能 够 被 拓扑 异 构 酶 解 开 。 


拓扑 异 构 酶 通过 看 白质- DNA 的 共 价 连接 裂解 DNA 链 或 使 它们 重新 连接 


拓扑 异 构 酶 为 了 发 挥 功能 ， 必 须 能 够 切断 一 条 或 两 条 DNA 链 ， 然 后 再 将 切断 的 
DNA 链 重 新 连接 起 来 。 通 过 共 价 中 间 物 的 机 制 ， 拓 扑 异 构 酶 可 以 不 依赖 任何 其 他 蛋白 
质 或 高 能 辅助 因子 (如 ATP; 可 以 在 下 文 看 到 )。 当 拓扑 异 构 酶 活性 部 位 的 酷 氨 酸 残 基 
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Door DNA 骨架 上 的 磷酸 二 酯 键 时 ， 可 使 DNA 断裂 产生 一 缺口 〈 图 6-24) ， 而 拓扑 蜡 
构 酶 则 通过 磷酸 - 酷 氨 酸 连 接 与 其 中 一 个 断 端 共 价 相连 ，DNA 的 万 一 端 则 带 有 一 个 游 
的 羟基 ， 可 在 下 文中 看 到 这 个 末端 被 酶 如 何 紧 紧 地 抓 住 。 
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图 6-24 拓扑 异 构 酶 通过 酪 氨 酸 -DNA 共 价 中 间 体 切 开 DNA, a. 断 开 和 重 连接 反应 。 为 简便 起 见 ， 这 里 仅 显示 
单条 DNA ΒΕ, Η͂ 6-25 可 见 更 真实 的 图 片 。 拓 扑 异 构 酶 本 使 用 同样 的 机 制 ， 但 需要 两 个 酶 的 亚 基 ， 每 个 亚 基 打 
开 一 条 DNA 链 。 拓 扑 异 构 酶 有 时 打开 DNA 5' 端 ， 有 时 打开 3' 端 。b. 磷酸 - 酷 氨 酸 共 价 中 间 体 的 详细 结构 。 


这 种 人 克 酸 - 酷 氨 酸 连 接 保存 了 被 裂解 的 碰 酸 二 酯 键 的 能 量 。 因 此 ， 只 要 逆转 原来 的 
反应 ，DNA 就 可 以 被 重新 闭合 : 来 自 DNA Lat a FS) iF εὐ FS ED HG ETS AR BE, BK 
重新 形成 磷酸 二 酯 键 。 这 个 反应 重新 连接 DNA 链 ， 释 放 拓扑 异 构 酶 ， 拓扑 异 构 酶 可 以 
接 春 催化 另 一 轮 反 应 。 虽 然 像 上 面 所 说 的 ， 拓 扑 异 构 酶 开 需 要 ΑΤΡ 水 解释 放 的 能 量 ， 
这 些 能 量 主要 用 于 拓扑 异 构 酶 -DNA 复合 物 的 分 子 构象 的 改变 ， 而 并 非 使 DNA PEWA 
或 重新 连接 。 


拓扑 异 构 酶 构成 “ 酶 桥 ” 计 DNA 片段 往来 穿梭 


TE DNA 断裂 和 重新 连接 的 过 程 中 ， 拓 扑 异 构 酶 促使 DNA 的 为 一 条 片段 穿 过 断 点 。 
办 此， 拓扑 异 构 酶 功能 的 行使 要 求 DNA 断裂 ，DNA 链 穿 过 和 DNA 重新 连接 都 以 高 度 
队 再 的 方式 发 生 。 从 几 个 不 同 拓扑 异 构 酶 的 结构 可 以 看 出 这 些 反 应 是 怎么 发 生 的 ， 这 里 
我 们 将 解释 拓扑 异 构 酶 工 松弛 DNA 的 一 个 模型 ， 

起 始 解 链 循环 时 ， 拓 扑 异 构 酶 与 DNA 片段 形成 紧密 的 复合 物 ， 复合 物 中 双 链 变性 
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(图 6-25a) 。 高 度 的 负 超 螺旋 DNA 链 倾向 于 熔 解 变性 〈 如 前 面 所 述 )， 这 使 得 这 种 
DNA 成 为 松弛 反应 的 良好 底 物 。 一 条 DNA 链 结合 于 酶 的 裂隙 中 ， 这 使 它 靠近 栈 氨 酸 
活性 部 位 这 条 链 断 裂 ， 产 生 DNA- 酷 氨 酸 中 间 产 物 (图 6-25b) 这 一 步 反 应 成 功 的 关键 
在 于 新 断裂 的 DNA 的 另 一 末端 也 被 拓扑 异 构 酶 紧密 结合 。 上 断裂 后 ， 拓扑 异 构 酶 经 过 一 
次 大 的 构象 变化 ， 在 断裂 的 链 中 打开 一 个 缺口 ， 并 通过 自身 成 桥 状 连接 这 个 缺口 ， 第 一 
条 链 (没有 断裂 的 那 条 链 ) 此 时 穿 过 那个 缺口 ， 结 合 于 蛋白 质 内 部 的 “ 圆 环 状 ” 孔 中 的 
DNA 缩合 位 点 (图 6-25c) 。 链 穿 过 以 后 ， 拓 扑 异 构 酶 -DNA 复合 物 中 发 生 第 二 次 构象 
变化 ， 通 过 攻击 磷酸 - 酷 氨 酸 键 的 羟基 (如 前 所 述 ) 使 DNA 的 断 端 重新 连接 起 来 (图 
6-49d)。 草 新 连接 以 后 ， 拓 扑 异 构 酶 必须 再 经 过 一 次 构象 变化 ， 释 放 DNA (图 6256). 
这 一 过 程 的 DNA 产物 与 最 初 的 DNA 分 子 基本 相同 ， 只 是 连环 数 增加 了 一 个 ， 


图 6-25 拓扑 异 构 酶 I 催化 反应 模型 。 图 示 为 推测 的 质粒 DNA 的 负 超 螺旋 一 系列 的 解 旋 过 程 。DNA 两 条 链 如 
REIT AN (不 按 比 例 )， 蛋 白质 的 四 个 结构 域 按 区 域 标记 (a)。 结 构 域 | 用 红色 ， TF. MHARE, ΝΗῚ 
橙色 标记 。 (来 源 : Champoux J. 2001. DNA topoisomerases. Annual Review of Biochemistry 70: 369-413. © 
Annual Reviews. ) 


上 述 反 应 机 制 中 拓扑 异 构 酶 在 链 穿行 过 程 中 起 到 了 “蛋白 桥 ” 的 作用 ， 这 种 机 制 也 


运用 于 拓扑 异 构 酶 开 。 然 而 拓扑 异 构 酶 开 是 二 聚 体 〈 某 些 情况 下 是 四 聚 体 ) 。 拓 扑 异 构 
ΕΠ PE LBL ill 9 ASAE sk ee DNA 双 链 的 断裂 需要 拓扑 异 构 酶 两 个 亚 基 及 其 活性 位 点 中 
的 栈 氨 酸 残 基 的 参与 。 


DNA 拓扑 异 构 体 可 被 电泳 分 离 
长 度 相同 而 连环 数 不 同 的 共 价 闭环 DNA 分 子 叫 做 DNA 拓扑 异 构 体 CDNA topoi- 
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图 6-26 DNA 拓扑 异 构 产 物 的 电泳 分 离 图 。A: 
松弛 或 有 缺口 的 环 状 DNA; B: 线性 DNA; C: 高 
度 超 螺旋 的 cccDNA; D: 拓扑 异 构 体 梯 度 标 记 。 


somer) 。 虽 然 拓 扑 异 构 体 的 分 子 量 相 同 ， 它 
们 也 可 以 通过 琢 脂 糖 凝 胶 电 访 [ 见 第 20 ΚΗ 
Bee ΝΣ HK (gel electrophoresis) 的 解释 |」 彼此 
分 开 。 拓 扑 异 构 体 分 离 的 基础 是 扭曲 越 大 ， 
cccDNA 的 形状 融 越 致密 。 在 此 ， 可 以 册 次 试 
想 电 话 线 的 超 螺 诈 如 何 使 它 变 得 更 致密 。 
DNA 越 致 密 ， 就 越 容 易 在 凝 胶 基 质 中 迁移 
(图 6-26). AWK, —P SEM GAY cccDNA 
的 迁移 要 比 这 一 环 状 DNA 链 的 高 度 超 螺旋 
的 拓扑 结构 体 慢 得 多 。 图 6-27 所 示 是 DNA 
拓扑 结构 体 被 凝 胶 电 泳 分 离 成 一 系列 条 带 。 
相 邻 条 带 的 DNA 分 子 连环 数 相 差 一 个 。 显 
然 ， 电 泳 迁 移 率 与 DNA 的 拓扑 结构 密切 相 
x ΟΕ 6-8), 
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1 
R CGE TTIE DNA 解 旋 


RCE (ethidium) 是 一 种 既 大 又 平 而 且 多 环 
的 阳离子 ， 它 的 平面 形状 使 其 能 滑 和 人 或 乱入 到 堆 
积 的 DNA 碱 基 对 平面 之 间 (图 6-28)。 因 为 在 紫 
外 光 下 省 乙 锭 会 发 荧光 ， TARA DNA 后 荣光 
哩 度 显 车 增强 ， 因 此 ， 溴 乙 锭 常用 来 作为 染料 检 
测 DNA, 

当 澳 乙 锭 艇 和 人 两 个 碱 基 对 之 间 时 ， 引 起 DNA 
解放 26 ， 使 得 通常 的 碱 基 对 之 间 的 夹 角 由 36:38 
为 10 ， 换 名 话说 ， 溴 乙 锭 降低 了 DNA 的 扭曲 程 
度 。 想 像 一 下 若 DNA STENE η: BR 
一 个 省 乙 锭 离子 ， 那么 每 周 螺旋 不 再 是 10 个 碱 基 E 627 用 凝 胶 电泳 分 离 超 螺旋 和 松弛 的 
对 而 是 36 个 碱 基 对 。 当 省 乙 镑 结合 的 是 线性 或 缺 PN IR Tk ο... 
ΜΜΑ DNA 分 子 时 7 ALERTER κ μα; ο ἵνα ΜΜ, i 
的 增加 。 但 是 当 溴 乙 锭 结合 于 共 价 闭合 环 状 DNA 
时 结果 会 怎么 样 呢 ?cccDNA 连环 数 并 没有 增加 (并 没有 共 价 键 断 裂 或 形成 )， 但 是 每 
分 子 涡 乙 锭 徐 入 则 使 每 圈 的 扭曲 度 降 低 26"。 因 为 Lk 二 Tw 十 Wr， 这 样 ，Tw 的 减少 必 
须 由 Wr 的 增加 来 补偿 。 如 果 最 初 环 状 DNA 为 负 超 螺 旋 〈 细 胞 中 分 离 出 的 环 状 DNA 
大 多 如 此 )， 加 入 溴 乙 锭 将 增加 Wr ， 也 就 是 说 ， 溴 乙 锭 的 加 入 可 松弛 DNA. 如 果 加 入 
正 量 的 澳 乙 狂 ， 负 超 螺 旋 将 变 为 0; 若 加 入 更 多 的 省 乙 锭 Wy 将 大 于 0， 此 时 DNA 将 变 
为 正 超 螺旋 。 


ERN 


FOR RR on 


图 6-28 ZERA DNA, 涡 乙 镁 的 插入 增加 了 相 邻 碱 基 对 之 间 的 空间 距离 ， 扭 曲 了 
人 碾 酸 核糖 骨架 ， 降 低 了 螺旋 程度 。 
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因为 涡 乙 镁 的 结合 增加 了 共 价 闭合 环 状 (cccDNA) 的 Wr， 从 而 使 ΝΑ 在 凝 胶 电 
冰 中 的 迁移 率 发 生 了 很 大 变化 。 在 非 饱 和 的 省 乙 锭 存在 的 情况 下 , 负 超 螺旋 环 状 DNA 
更 为 松弛 并 且 迁 移 缓慢 ， 而 松弛 的 cccDNA 则 变 为 正 超 螺旋 , 迁移 的 速度 加 快 。 


RNA 的 结构 


RNA 含有 核糖 和 灰 喀 啶 ， 通 常 是 单 链 

现在 我 们 来 看 RNA M DNA 的 3 个 不 同 之 处 (图 6-29) 。 第 一 ，RNA 骨架 含有 核 
糖 ， 而 不 是 2 -脱氧 核糖 ， 也 就 是 说 在 核糖 的 C2' 的 位 置 上 带 有 一 个 羟基 。 第 二 ， 在 
RNA PREIE Curacil) 取代 了 胸腺 喀 喧 ， 尿 喀 哇 有 着 和 胸腺 喀 啶 相同 的 单 环 结构 ， 但 
是 缺乏 5 甲 基 基 团 。 胸 腺 喀 啶 实际 上 是 5 甲 基 - 尿 喀 啶 。 第 三 ，RNA 通常 是 单 链 的 多 
聚 核 甘酸 。 除 了 某 些 病毒 以 外 ，RNA 并 不 是 遗传 物质 ， 它 不 需要 以 自己 为 模板 进行 复 
制 。 从 功能 上 讲 ，mRNA 是 从 基因 到 蛋白质 合成 的 媒介 ，RNA 其 tRNA 的 另 一 功能 是 
作为 mRNA 上 密码 子 与 氨基 酸 的 “适配器 ?>， 同 时 ，RNA 也 是 核糖 体 的 组 成 部 分 ; 另 
yh, RNA 还 是 一 种 调节 分 子 ， 通 过 和 某 些 mRNA 互补 序列 的 结合 而 对 其 翻译 过 程 进行 
调控 ; 最后， 还 有 一 些 RNA (包括 组 成 核糖 体 的 一 种 结构 RNA) 是 在 细胞 中 催化 一 些 
重要 反应 的 酶 。 综 上 所 述 ，RNA 只 是 拷贝 了 双 链 DNA 中 的 一 条 链 ， 这 条 链 的 互补 链 
则 不 存在 。RNA 也 可 以 形成 很 长 的 双 螺 旋 ， 但 这 种 情况 在 自然 界 中 很 少见 。 


5’ΜΠ 
O- 


O OH 


0 一 P 一 0 一 CH O. A 


图 6-29 ΕΝΑ 的 结构 特点 。 本 图 显示 了 RNA 骨架 的 结构 ， 由 磷酸 
和 核糖 交 蔡 排列 组 成 。RNA 结构 中 有 别 于 DNA 的 部 分 以 红色 表示 。 


RNA 的 结构 + 133 。 


RNA 链 上 自身 折 秋 形成 局 部 双 螺 旋 ， 类 似 A-DNA 
尽管 RNA 是 单 链 分 子 ， 它 仍然 具有 大 量 的 双 螺 旋 结 构 的 特征 (图 6-30)。 这 是 因 


为 RNA 链 频繁 发 生 自 身 折 春 ， 从 而 在 互补 序列 间 
形成 碱 基 配对 区 。 如 果 两 段 互 补 序列 彼此 非常 接 
近 ，RNA 可 以 采用 多 种 顶 - 环 结构 (stem-loop 
structure) 中 的 一 种 ， 其 中 的 非 互 补 RNA 以 发 
夹 、 凸 出 或 简单 的 环 状 形式 从 双 螺 旋 区 域 的 末端 
突出 来 。 

菏 些 情况 下 环 的 特殊 性 质 能 增强 柄 环 结构 的 
稳定 性 。 例 如 ， 具 有 UUCG “4 碱 基 环 ”的 柄 环 
结构 由 于 环 中 的 特殊 的 碱 基 堆积 作用 而 非常 稳定 
(图 6-31) 。 碱 基 配 对 也 可 以 发 生 在 不 相 邻 的 序列 
中 ， 形 成 称 为 “ 假 结 ” (pseudoknot) 的 复杂 结构 
(图 6-32), RNA 的 碱 基 配 对 区 可 以 是 规则 的 双 螺 
ΠΕ, REEDER, Ain, AREZKI, [ὶ 
出 于 双 螺 旋 之 外 的 核 苷 酸 。 

RNA 具有 额外 的 非 Watson-Crick 配对 的 碱 
Æ, WG: U 碱 基 对 ， 这 个 特征 使 RNA 更 易于 形 
成 双 螺 旋 结 构 。G : U 碱 基 对 之 间 有 两 个 氢 键 : 
KEE N3 ASIRI C6 KAZADA, UR 
μέ πε ΜΕ C2 EREA SEM ΝΙ Z lal ή 51 ΒΕ 
(图 6-33), h F RNA 链 中 不 仅 存 在 4 种 常规 
Watson-Crick 碱 基 对 ， 而 且 有 G: U 碱 基 对 ， 因 


C(UUCG)G 四 碱 基 环 


a 


图 6-30 ΕΝΑ 的 双 螺 旋 特 点 。 在 含有 互补 
序列 的 RNA 分 子 中 ， 非 互补 的 部 分 可 以 环 
状 巴 出 出 来 ， 形 成 图 示 结 构 中 的 一 种 。a. 
发 夹 结 构 。b. “fh” ZR. ο. 环 。 


图 6-31 四 碱 基 环 。 碱 基 堆 积 作用 使 四 碱 基 环 结构 更 加 稳定 。 紫 色 的 核糖 之 间 的 灰色 的 环 代 表 RNA 


骨架 的 磷酸 部 分 。 水 平 线 代表 碱 基 堆 积 作用 。 
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图 6-32 假 结 。 不 相 邻 的 互补 序列 之 间 碱 基 配 对 形成 假 结 结构 。 


JE, RNA 链 目 我 配对 的 能 力 得 到 增强 ， 常 常 出 现 局 部 区 域 碱 基 配 对 ， 但 不 是 DNA 那 
种 长 长 的 规则 的 螺旋 形式 。 

RNA 骨架 上 2 -OH 的 存在 阻止 RNA 形成 B 型 螺旋 。 其 实 双 螺旋 ΕΝΑ 更 类 似 于 
A-DNA 的 第 构 。 它 的 小 沟 宽 且 浅 从 而 易于 接近 ,但 是 小 沟 里 几乎 没有 序列 特异 性 信 
Ss 而 大 沟 狭 且 深 ， 与 它 相 互 作用 的 蛋白 质 的 氨基 酸 侧 链 难以 接近 它 。 所 以 ， 从 精细 原 
ΤΠ ΓΈ RNA 的 双 螺 旋 与 DNA 的 双 螺 旋 十 分 不 同 ， 使 RNA 不 适合 与 蛋白 质 进 行 
序列 特异 性 的 相互 作用 (虽然 有 一 些 蛋 白质 可 以 序列 特异 性 方式 结合 在 ΕΝΑ E), 


U:A:U 三 碱 基 对 


图 6-33 G: URE, APRA ee 图 6-34 U:A:TU 三 碱 基 对 。 图 中 所 示 为 非常 规 三 碱 基 
与 尿 喀 啶 配对 形成 两 条 氧 键 。 配对 形成 的 氧 键 。 


RNA 可 折 且 成 复杂 的 三 级 结构 


由 于 RNA 没有 形成 长 的 规则 螺旋 的 限制 ， 因 此 可 形成 大 量 的 三 级 结构 。 因 为 
RNA 骨架 上 未 配对 的 区 域 可 以 不 受 限制 地 自由 旋转 ， 所 以 RNA 常常 折 丢 成 包括 不 规 
则 的 碱 基 配 对 的 复杂 的 三 级 结构 。 例 如 ，tRNA 中 的 三 碱 基 对 以 及 碱 基 与 骨架 的 相互 作 
用 (如 图 6-34 中 的 U: A: U 三 碱 基 )。 和 蛋白 质 可 以 协助 RNA 大 分 子 三 级 结构 的 形成 ， 
如 核糖 体 中 发 现 的 蛋白 质 。 蛋 白质 可 以 中 和 磷酸 骨架 的 负电 荷 ， 从 而 消除 由 于 静电 斥 力 
造成 的 结构 不 稳定 。 

DIE ΠΛΗ RNA 的 潜在 结构 复杂 性 创造 出 新 的 RNA 种 类 (自然 界 中 不 存在 )， 使 
之 具有 符合 人 们 需要 的 特性 。 以 随机 序列 合成 RNA 分 子 可 能 产生 出 寡 聚 核 苷 酸 的 混合 
物 ， 表 现 了 序列 的 多 样 性 。 举 例 来 说 ， 序 列 的 每 个 位 置 可 能 是 4 种 核 苷 酸 中 的 一 种 ， 因 
此 长 度 为 20bp 的 寡 聚 核 苷 酸 的 混合 物 就 有 42 或 是 102 种 可 能 性 。 从 混合 物 中 以 生化 方 
法 可 以 选 出 具有 独特 性 质 的 RNA 分 子 ， 如 与 特定 小 分 子 具 有 亲和力 的 RNA， 


一 些 RNA 可 以 是 酶 类 


许多 年 来 普遍 认为 酶 只 能 是 蛋白 质 ， 酶 必须 能 结合 底 物 ， 启 动 化 学 反应 ， 释 放 产 
物 ， 并 可 如 此 重复 多 次 。 和 蛋白 质 很 适合 作为 酶 分 子 ， 它 由 20 PARAR, MAE 
成 具有 底 物 、 小 分 子 辅助 因子 的 结合 位 点 和 催化 位 点 的 复杂 三 级 结构 。 现 在 我 们 知道 很 
容易 形成 三 级 结构 的 RNA 也 是 一 种 生物 催化 剂 。RNA 酶 被 称 为 核 酶 (ribozyme), Β. 
有 典型 酶 的 许多 特性 : 催化 位 点 、 底 物 结合 位 点 和 辅助 因子 (如 金属 离子 ) 结合 位 点 ， 

最 于 被 发 现 的 核 酶 是 RNase P， 一 种 核糖 核酸 酶 ， 参 与 从 大 的 RNA 前 体 生成 tR- 
NA. RNase P 由 RNA 和 蛋白质 共同 组 成 ， 起 催化 作用 的 只 是 RNA。 有 蛋白 质 组 分 中 和 
J RNA 上 的 负电 荷 ， 使 RNase P 可 与 带 负 电 的 底 物 有 效 结合 ， 从 而 促进 了 反应 的 进 
行 。 如 有 果 有 小 的 带 正 电 的 离子 (如 多 肽 亚 精 胺 ) 中 和 了 负电 荷 ， 即 使 没有 蛋白 质 组 分 ， 
RNA 组 分 也 可 以 催化 tRNA 前 体 的 剪 切 。mRNA 前 体 、tRNA 前 体 和 rRNA 前 体 间 插 
序列 即 内 含 子 (intron) 的 切除 过 程 称 为 RNA ΒΕ (RNA splicing) (第 13 章 ) ， 其 他 
核 酶 在 这 个 过 程 中 催化 所 谓 的 转 酯 反应 。 


锤 头 状 核 酶 通过 形成 2 ，3“- 环 磷酸 前 切 RNA 


在 结束 RNA 的 讨论 之 前 ， 让 我 们 再 关注 一 下 一 种 特殊 核 酶 的 结构 及 功能 ， 即 所 谓 
的 锤 头 状 核 酶 〈hammerhead) 〈 见 结构 指南 6-2) 。 它 是 一 种 序列 特异 性 的 核糖 核酸 酶 ， 
从 称 为 类 病毒 〈viroid) 的 植物 感染 性 RNA 渍 毒 中 得 到 ， Penne EERTSE na 
当 类 病毒 复制 时 ， 在 连续 的 RNA 链 上 产生 多 个 拷 ( ) 
贝 。 单 个 类 病毒 由 前 切 而 产生 ， 而 这 种 前 切 反 应 则 -{ 
由 结合 处 周围 的 RNA 序列 催化 完成 。 这 样 的 自我 
怠 切 的 序列 由 于 其 二 级 结构 类 似 锤 头 而 被 称 为 锤 头 
结构 ， 而 每 个 锤 头 结构 由 3 个 配对 的 柄 构成 CT. 
I ID, GHE EREHE Ἡ Zh HER ΠΗ 
iò (KI 6-35) 。 锤 头 结构 的 三 级 结构 更 接近 Υ 字 型 
(6-36). 人 


锤 头 状 核 酶 的 二 级 结构 。 分 子 结 


为 了 和 弄 清 锤 头 结构 如 何 起 作用 ， 必 须 首 先 了 解 
在 碱 性 环境 下 RNA 如 何 水 解 。 如 果 pH 很 高 ， 
RNA 骨架 上 核糖 的 2 羟基 会 处 于 去 质子 化 状态 ， 
这 样 使 融 有 负电 的 氧 可 以 进攻 位 于 同一 核糖 的 3' 易 
BTA wee. Moats it RNA 链 ， 产 生 2' ,3“- 环 磷酸 
' 酷 以 及 一 个 自由 的 5 羟基。RNA 链 上 的 每 一 个 核 
粮 都 能 通过 这 个 反应 水 解 ， 这 样 整 个 完整 的 分 子 和 有 
人 够 酶 解 成 核 苷 酸 分 子 。 ( 想 一 想 为 什么 DNA KA 
RNA 那样 易于 被 碱 水 解 ?) 许多 蛋白 质 类 的 核糖 核 
酸 酶 也 是 通过 2 , 3 - 环 磷 酸 酯 的 形成 来 裂解 RNA 
奔 物 。 在 正常 细胞 环境 中 的 pH 时 ， 这 些 蛋 白质 酶 


构 显示 了 每 个 柄 的 两 部 分 是 如 何 通过 环 而 
连接 在 一 起 的 ， 但 是 3 个 柄 并 不 必 都 成 环 。 
事实 上 ， 在 类 病毒 里 ， 柄 亚 的 两 个 部 分 并 
没有 被 环 连接 起 来 。a. 锤 头 状 核 酶 的 预测 
二 级 结构 。Watson-Crick 碱 基 对 的 相互 作 
用 被 标记 成 红色 ; 红色 箭头 指向 将 断裂 的 
Bes 可 能 为 最 小 的 底 物 链 被 标记 为 蓝 色 ; 
(CU) ΡΚΙΗΜΕ, CA) ARES, (C) ΜΙΡΙΕ, 
(G) SiR. DRM: a Æ McKay D. B. 
and Wedekind J. E. 1999, The RNA 
World, 2nd edition (ed. R. F. Gesteland 
et al.) p. 267, Fig.1A. ©Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. ] 
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类 通过 结合 在 其 活性 位 点 上 的 金属 离子 来 活化 
RNA 的 2' 羟 基 。 锤 头 状 核 酶 同样 是 通过 2', 3 ΜΕ 
酸 醒 的 形成 来 裂解 RNA 底 物 ， 但 裂解 反应 的 机 制 

还 有 待 进一步 研究 。 
因为 锤 头 状 核 酶 通常 的 作用 方式 是 自身 前 切 ， 
它们 不 能 算是 真正 的 催化 剂 。 因 为 每 个 催化 剂 分 子 
通常 一 次 只 催化 一 个 反应 ， 这 样 转换 数 为 一 。 但 是 
可 以 通过 遗传 工程 手段 把 整个 分 子 分 开 成 两 部 分 ， 
A νά 一 部 分 是 核 酶 ， 包 含 了 催化 核心 : 另 一 部 分 是 底 
τι. 物 ， 包 含 了 剪 切 位 点 。 底 物 同 核 酶 的 柄 A Π 
(图 6-35) 结合 。 剪 切 完 成 之 后 底 物 被 释放 ， 代 替 


图 6-36 ” 锤 头 状 核 酶 的 三 维 结构 。 图 中 显示 它 的 是 一 个 没有 被 剪 切 的 新 底 物 ， 因 此 可 以 进行 重 
的 征 锤 头 状 核 酶 的 精细 结构 : ΔΙ (右上 )， 复 的 前 切 。 

HA (左上 ) 以 及 柄 环 亚 〈 底 部 )。 红 色 表 示 

位 于 胞 喀 啶 〈 位 置 为 17) 处 的 剪 切 位 点 ( 见 生命 是 否 起 源 于 RNA 世界 ? 

图 6-35). (ScottW. G., Finch J. T., and 


Klug A. 1995, Cell 81: 991， 图 片 用 Mol- 核 酶 的 发 现 深刻 的 改变 了 我 们 对 于 生命 可 能 起 
Script, BobScript 及 Raster3D 软件 制作 ) 兰 的 看 法 。 我 们 现在 可 以 设想 也 许 曾 经 存在 全 部 以 
RNA 为 基础 的 原始 生命 形式 。 在 这 种 生命 世界 里 ， 
RNA 了 既是 遗传 物质 又 是 酶 。 我 们 知道 现在 的 生命 形式 进行 信息 传递 的 时 候 需 要 有 
DNA, RNA 和 得 日 质 ， 而 这 种 单一 的 RNA 生命 形式 更 早 。 有 发 现 表明 蛋白 质 志 界 可 
能 起 源 于 RNA 世界 。 核 糖 体 中 负责 形成 肽 键 的 组 分 ， 即 肽 酰 转移 酶 就 是 RNA 分 子 
(第 14 草 )。 与 RNaseP 的 锤 头 状 核 酶 和 其 他 已 经 发 现 的 核 酶 都 通过 作用 于 磷 中 心 而 产 
生 肽 键 不 同 ， 肽 酰 转 移 酶 却 是 通过 作用 于 碳 中 心 而 催化 这 个 反应 。 这 一 发 现 把 RNA 的 
化 学 性 质 同和 蛋白 质 志 界 里 最 基础 的 化 学 反应 一 一 肽 键 形 成 联系 起 来 。 也 许 核 糖 体 核 酶 正 
挟 从 原始 生命 残留 下 来 的 ， 那 个 时 候 所 有 的 酶 都 是 RNA。 


小 结 


DNA 通 角形 成 右手 双 螺旋 。 两 条 多 聚 脱氧 核糖 核 苷 酸 链 构成 双 螺旋 。 每 一 条 链 又 
是 由 交 符 的 脱氧 核糖 和 磷酸 以 磷酸 二 酯 键 依次 连接 形成 的 多 聚 体 。 每 个 脱氧 核糖 都 会 伸 
出 一 个 碱 基 ， 碱 基 有 4 种: 属于 味 吟 类 的 腺 味 叭 和 鸟 味 哈 ， 属 于 喀 啶 类 的 胸腺 喀 吐 和 胞 
喀 喧 。 胶 氧 核糖 -磷酸 骨架 是 规则 的 ， 而 碱 基 的 顺序 则 是 不 规则 的 ， 使 其 承载 了 DNA 
的 信息 。 每 一 链 都 有 5 一 3 的 方向 性 ， 两 条 链 按照 反 向 平行 的 方式 对 应 ， 即 两 条 链 的 方 
DLEE 

MAEL Te] AY CR EB RES E PR E: 一 条 链 上 的 腺 味 吟 
总 是 和 邦 一 条 链 上 的 胸腺 喀 啶 配对， 而 鸟 味 叭 则 通常 和 胞 喀 喧 配对。 这 种 碱 基 之 间 的 严 
格 配 对 表明 构成 DNA 碱 基 的 味 叭 和 喀 啶 的 氢 原 子 位 置 是 固定 的 。 腺 味 哈 和 胞 喀 啶 以 氨 
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一 一 
基 而 不 是 亚 氨基 异 构 体 形式 存在 ， 而 鸟 味 哈 和 胸腺 喀 啶 则 以 酮 式 而 不 是 烯 醇 式 形式 存 
在 。 两 条 链 间 的 碱 基 互 补 赋予 了 DNA 自我 编码 的 特性 ， 

DNA 双 螺 旋 两 条 链 的 分 开 〈 变 性 ) 需要 高 温 、 极 端的 pH 或 者 其 他 某 些 变性 剂 来 
BAR. “4 DNA 缓慢 地 恢复 到 正常 的 细胞 环境 ， 变 性 的 双 链 会 特异 恢复 到 有 生物 活 
性 的 双 螺 旋 结 构 〈 复 性 或 退火 ) 。 

DNA 在 沦 液 状态 下 周期 性 螺旋 缠绕 ， 每 旋转 一 周 有 大 约 10. 5 个 碱 基 。 碱 基 对 相互 
之 间 的 堆积 形成 了 带 有 两 条 沟 的 双 螺 旋 。 由 于 糖 环 在 双 螺 旋 外 侧 与 碱 基 之 间 形 成 120° 
.的 夹 角 ， 使 两 条 沟 的 大 小 不 同 。 每 个 碱 基 对 的 边缘 暴露 在 沟 内 ， 形成 蛙 含 氢 键 供 体 和 受 
体 及 范 德 华表 面 的 区 域 ， 可 用 于 识别 碱 基 对 。 大 汐 (major groove) 包含 的 化 学 信息 比 
小 沟 (minor groove) 更 多 ， 而 且 对 核酸 序列 专 一 性 结合 蛋白 的 识别 作用 更 为 重要 ， 

儿 乎 所 有 细胞 内 的 DNA 都 是 非常 长 的 分 子 ， 每 条 特定 的 染色 体 就 是 一 个 DNA 分 
于 。 上 县 核 细 胞 容纳 如 此 超 长 的 DNA 采用 的 方法 是 利用 蛋白 颗粒 把 DNA 分 段 包 装 成 核 
小 体 。 大 多 数 DNA 分 子 以 线形 存在 ,但 也 有 的 是 环 状 的 ， 如 原核 细胞 和 某 些 病毒 的 染 
色 体 。 

DNA 分 子 同样 具有 和 柔性。 如 果 其 拓扑 结构 不 受 限 ， 它 可 以 自由 旋转 从 而 改变 两 条 
链 相互 缠绕 的 次 数 。 但 是 当 它 以 闭合 共 价 环 状 结构 存在 或 者 以 染色 质 存在 时 ，DNA 的 
拓扑 结构 就 会 受到 限制 。 连 环 数 是 闭合 环 状 DNA 的 固有 拓扑 学 特性 ， 它 是 指 如 果 需 要 
把 两 条 环 状 的 链 完 全 解 开 ， 一 条 链 需要 绕 过 另 一 条 链 的 次 数 ， 连环 数 是 两 个 可 以 相互 转 
换 的 几何 特性 参数 的 总 和 : 扭转 数 ， 表 示 两 条 链 相 互 缠绕 的 次 数 ， 缠 绕 数 ， 表 示 DNA 
企 长 轴 上 自身 交叉 的 数目 。DNA 每 个 螺旋 10. 5 个 碱 基 并 且 螺 旋 没 有 扭曲 ， 此 时 DNA 
在 生理 条 件 下 处 于 松弛 状态 。 如 果 连 环 数 减少 DNA 受到 扭转 压力 时 候 的 状态 称 为 负 超 
螺旋 。 细 胞 中 的 DNA 一 般 有 6% 以 负 超 螺旋 存在 。 

真 核 细胞 中 以 左手 方向 缠绕 核 小 体 的 DNA 引入 了 负 超 螺旋 ; 而 原核 生物 由 于 没有 
组 集 日 所 以 负 超 螺旋 的 产生 是 由 促 旋 酶 来 完成 的 。 促 旋 酶 是 拓扑 异 构 酶 家 族 中 的 一 
种 ， 拓 扑 异 构 酶 卫 在 DNA 双 链 上 产生 瞬间 的 断裂 ， 然 后 使 双 链 的 一 个 区 域 穿 过 缺口 ， 
通过 这 两 步 可 改变 DNA 的 连环 数 。 拓 扑 异 构 酶 开 中 的 一 些 成 员 能 够 起 到 松弛 超 螺旋 
DNA 的 作用 ， 相 反 ，DNA 促 旋 酶 能 够 产生 负 超 螺旋 。 拓 扑 异 构 酶 工 也 能 起 到 松弛 超 螺 
ΠΕ DNA 的 作用 ,但 是 它 的 作用 方式 是 使 一 条 链 穿 过 另 一 条 链 瞬 间 产 生 的 缺口 ， 

RNA 5 DNA 相 比 有 以 下 不 同 : 它 的 骨架 构成 是 核糖 而 不 是 2- 脱 氧 核 糖 ， 尿 喀 喧 
代 蔡 了 胸腺 喀 啶 的 位 置 ; - 它 通常 以 多 核 背 酸 单 链 形式 存在 ， 没 有 互补 链 。 由 于 是 单 链 
RNA 在 目 映 互补 区 域 可 以 自我 折 秋 形成 局 部 双 螺 旋 。 与 DNA ABEL. RNA 的 碱 基 配 对 
E. BRT A: UMA C: GWX, U AG 也 可 以 配对 。 这 一 特性 使 RNA 能 够 形成 
不 符合 Watson-Crick 碱 基 配对 原则 的 碱 基 对 ， 从 而 增 大 了 RNA 形成 局 部 双 螺 旋 的 能 
力 。 由 于 没有 形成 长 的 规则 的 双 螺 旋 的 限制 ， 碱 基 和 核糖 磷酸 骨架 之 间 的 非常 规 相 互 作 
用 使 RNA 能 形成 复杂 的 三 级 结构 。 

有 些 RNA 同时 也 是 一 种 酶 一 一 它们 能 够 催化 细胞 内 和 离 体 的 化 学 反应 ， 这 些 
RNA 酶 锌 称 为 核 酶 。 大 多 数 核 酶 作用 于 磷 中 心 ， 如 核糖 核酸 酶 RNase P, RNase Ρ 由 
EHEM RNA 构成 ， 但 是 ， 只 有 它 的 RNA 部 分 才 起 催化 作用 。 锤 头 状 核 酶 是 具有 俱 
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化 日 号 断裂 作用 的 RNA， 通 过 产生 2 ,3 - 环 磷酸 酯 来 切 开 RNA 骨架 。 肽 基 转 移 酶 是 另 
一 失 核 酶 ， 作 用 于 碳 中 心 。 肽 基 转 移 酶 催化 肽 键 的 形成 ， 是 组 成 核糖 体 的 RNA 组 分 之 
一 。 对 作用 于 克 中 心 或 左 中 心 的 核 酶 的 发 现 ， 表 明 在 生命 起 源 的 早期 ，RNA 既是 遗传 


物质 ， 又 起 到 了 酶 的 作用 。 


( 李 京 湘 译 kek WRF aly 
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基因 组 结构 、 染 色 体 、 
染色 质 和 核 小 体 


本 章 概 要 我 们 在 第 6 章 中 单独 介绍 了 DNA 的 

; 结构 。 然 而 ， 在 细胞 中 DNA 是 和 和 蛋白质 

结合 存在 的 ， 每 条 DNA 及 其 结合 的 蛋白 
Et 质 构成 了 一 条 染色 体 (chromosome). He 
| 原核 生物 、 真 核 生 物 ， 甚 至 病毒 中 ， 
染色 体 的 复制 和 分 离 DNA 祁 是 以 这 种 结构 存在 。DNA 包装 为 
染色 体 具 有 几 个 重要 的 功能 : FE, Bet 

核 小 体 体 是 DNA 的 紧密 结构 ， 更 适合 存在 于 细 

胞 中 ; 其 次 ， 这 种 包装 可 以 保护 DNA 免 

染色 质 的 高 级 结构 于 损伤 。 完 全 裸露 的 DNA 分 子 在 细胞 中 
。 征 相 当 不 稳定 的 。 相 反 ， 染 色 体 DNA 是 

染色 质 结构 的 调控 非常 稳定 的 ; 其 三 ， 只 有 包装 成 染色 体 的 
᾿ DNA 才能 在 每 次 细胞 分 裂 时 有 效 地 将 

核 小 体 的 组 装 DNA 传递 给 两 个 子 代 细胞 ， 最 后 ， 染 色 


体 将 每 个 DNA 分 子 全 面 地 组 织 起 来 。 这 

种 组 织 有 助 于 基因 的 表达 和 亲本 染色 体 之 间 的 重组 ， 使 所 有 生物 的 不 同 个 体 之 间 产 生 多 
样 性 。 

呐 核 细胞 染色 体 分 子 质量 的 一 半 为 蛋白 质 。 在 真 核 细胞 中 ，DNA 的 一 段 给 定 区 域 
及 与 之 结合 的 蛋白 质 称 为 染色 质 (chromatin)， 这 些 绪 合 重 白 大 部 分 是 小 的 碱 性 蛋白 
质 ， 即 组 蛋白 Chistone); 其 他 丰 度 较 低 的 其 核 染色 体 结合 蛋白 ， 通常 称 为 非 组 蛋白 
(non-histone protein ) 。 EE ARASKEN DNA 结合 和 蛋白， 可 以 调控 细胞 DNA 的 
村 录 、 复 制 、 修 复 和 重组 。 这 些 内 容 将 在 随后 的 5 章 中 逐一 详细 讨论 。 

染色 质 中 的 蛋白 质 有 男 一 重要 的 功能 ， 压缩 DNA, 下 面 的 计算 可 以 清晰 地 看 出 该 
功能 的 重要 性 。 人 的 细胞 中 单 套 染 色 体 〈 单 倍 体 ) 含有 3X10? 碱 基 对 ， 我 们 在 第 6 章 
里 学 到 ， 每 个 碱 基 对 的 厚度 为 3. 4A， 如 果 将 单 倍 体 DNA 拉 直 并 首尾 相 接 ，DNA 的 长 
度 将 约 为 10*A， 即 lm。 对 于 一 个 二 倍 体 细 胞 (人 的 细胞 是 典型 的 二 倍 体 细 胞 ) 来 说 ， 
DNA 的 长 度 加 倍 为 2m。 由 于 一 个 典型 的 人 的 细胞 核 的 直径 仅 为 10 一 15pm， 显 而 易 见 
DNA 必须 被 压缩 多 个 数量 级 才能 适应 那么 小 的 空间 。 这 是 怎样 做 到 的 呢 ? 

在 人 的 细胞 (和 其 他 所 有 的 真 核 细 胞 ) 中 ，DNA 的 压缩 主要 是 通过 DNA 有 规律 
地 与 组 蛋白 的 结合 ，DNA 与 组 蛋白 结合 所 形成 的 结构 称 为 核 小 体 (nucleosome) 。 压 缩 
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结构 的 DNA 长 度 线性 只 有 原先 的 万 分 之 一 ， 而 核 小 体 结构 的 形成 是 允许 DNA 压缩 为 
如 此 紧密 结构 的 过 程 的 第 一 步 。 当 然 ，DNA 的 压缩 也 会 造成 损失 。DNA 与 组 蛋白 及 其 
fhe TE 19411 BR {3} OM DNA 的 可 接近 性 ， 可 接近 性 的 降低 会 干扰 介 导 DNA 复制 、 
修复 、 重 组 的 蛋白 质 与 DNA 的 相互 作用 ， 尤 其 是 对 转录 相关 的 蛋白 质 影响 最 显著 。 真 
核 细 胞 利用 染色 质 的 拟 制 特 性 和 调控 基因 表达 和 其 他 DNA 有 关 的 生命 活动 。 

个 别 核 小 体 的 结构 变化 可 以 使 染色 体 特定 区 域 的 DNA 与 其 他 蛋白 质 相互 作用 。 核 
小 体 的 改变 是 由 修饰 和 重 塑 核 小 体 的 酶 所 介 导 ， 这 是 个 动态 的 、 区 域 性 的 过 程 ， 可 以 使 
酶 和 调控 入 昌 在 不 同 的 时 间 结 合 到 染色 体 的 不 同 区 域 。 因 此 ， 了 解 核 小 体 的 结构 及 其 与 
DNA 相关 的 调控 是 解释 真 核 细 胞 中 涉及 DNA 的 多 数 过 程 的 调控 的 关键 。 

和 尽管 原核 细胞 的 基因 组 都 较 小 ， 但 是 对 其 DNA 进行 压缩 仍 是 必要 的 。EE. coli 必须 
把 它 的 大 约 1mm 的 DNA 包装 到 长 度 仅 有 lum 的 细胞 中 。 目 前 尚 不 清楚 原核 DNA 是 
如 何 进行 压缩 的 。 例 如 ， 细 菌 没有 组 蛋白 和 核 小 体 ， 却 有 其 他 小 的 碱 性 蛋白 质 ， 这 些 蛋 
日 质 可 能 会 有 相似 的 功能 。 本 章 我 们 将 集中 介绍 真 核 细 胞 的 染色 体 和 染色 质 。 首 先 ， 我 
们 将 讨论 不 同 生 物体 染色 体 的 DNA 序列 特征 ， 尤 其 集中 在 蛋白 质 编码 内 容 的 变化 上 ; 
随后 ， 将 讨论 保证 细胞 分 裂 时 染色 体能 精确 地 传递 的 机 制 ， 最 后 ， 我 们 将 介绍 真 核 染色 
质 及 其 基本 功能 单元 一 一 核 小 体 的 结构 和 调控 。 


基因 组 序列 和 染色 体 多 样 性 


在 我 们 详细 介绍 染色 体 结构 之 前 ， 有 必要 先 了 解构 成 染色 体 骨 架 的 DNA 分 子 的 结 
构 。 近 来 对 几 千 个 生物 基因 组 的 测序 提供 了 丰富 的 信息 ， 使 我 们 了 解 染 色 体 DNA 的 构 
成 及 其 特性 是 如 何 随 着 生物 体 复杂 性 的 增加 而 变化 的 。 


染色 体 可 以 是 环 状 或 线性 的 


传统 的 观点 认为 原核 细胞 有 一 条 环 状 的 染色 体 ， 真 核 细 胞 有 多 条 线性 染色 体 〈 表 7- 
1)。 随 痢 对 越 来 越 多 的 原核 生物 的 研究 ， 这 个 观点 受到 了 挑战 。 尽 管 大 多 数 研究 过 的 原核 
生物 (如 E. coli 和 B. subtilis) 确实 只 有 单一 的 环 状 染 色 体 ， 然 而 现 已 发 现 有 大 量 的 原核 
生物 含有 多 条 染色 体 ， 或 线性 染色 体 ， 或 二 者 狂 有 。 相 反 ， 所 有 的 真 核 细 胞 都 含有 多 条 线 
性 染色 体 。 真 核 生物 染色 体 的 数目 因 种 而 不 同 ， 通 常 在 2 一 50 条 ， 但 在 极 少 的 情况 下 染色 
体 数 目 能 达到 数 千 条 [例如 原生 生物 四 膜 虫 (Tetrahymena) 的 大 核 ， 表 7-1 |。 


表 7-1 不 同 生 物体 染色 体 组 成 的 变化 


物种 染色 体 数目 染色 体 拷贝 数 染色 体形 式 基因 组 大 小 /Mb 
原核 生物 
生殖 道 支原体 ] 1 环 状 0. 58 
TK hn FA K-12 | ] 环 状 4. 6 


根瘤 农 杆 菌 4 1 3 条 环 状 ，1 条 线性 5. 67 
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BER 
物种 染色 体 数 目 染色 体 拷贝 数 染色 体形 式 基因 组 大 小 /Mb 

ΕΕ PPAR A 3 ] 环 状 6. 7 
真 核 生 物 

酿酒 酵母 〈 芽 殖 酵 母 ) 16 1 或 2 线性 12.1 
Se 2 el EE 〈 裂 殖 酵 母 ) 3 1 或 2 线性 12. 5 
秀丽 线虫 〈 线 虫 ) 6 2 线性 97 
ἩΛΠΗ͂ ΖΓ (GARD) 5 2 线性 125 
πάλε} (κ) 4 2 线性 180 

四 膜 虫 (原生 生物 ) 小 核 5， 大 核 225 i 线性 125 

KK 10~10 000 

ΕΤΕ AR Ty (E) 22 2 线性 393 
Jn (ΠΕ) 19+X, Y 2 线性 2600 

Λ. 22-FX, Y 2 线性 3200 


环 次 和 线性 染色 体 都 有 其 各 自 的 问题 ， 必 须 克 服 它 才 能 保证 基因 组 正常 的 维持 和 复 
制 。 环 状 染色 体 复制 后 需要 拓扑 异 构 酶 来 将 其 分 离 到 子 代 细 胞 中 ， 没 有 这 些 酶 ， 复 制 后 
两 个 子 代 染 色 体 仍 然 会 互 锁 或 连接 在 一 起 ΓΗ͂ 6-23), ， 相 反 ， 线 性 真 核 染 色 体 的 DNA 
末端 必须 保护 起 来 以 避免 酶 对 DNA 末端 的 降解 ， 这 造成 了 DNA 复制 过 程 中 的 一 系列 
不 同 的 困难 ， 我 们 将 在 第 8 章 中 进行 讨论 。 


每 个 细胞 都 有 特定 的 染色 体 数 目 


典型 的 原核 细胞 的 染色 体 仅 有 一 个 完整 拷贝 ， 包装 在 一 个 称 为 类 核 Cnucleoid) 的 
第 构 中 (图 7-1b) 。 然 而 ， 当 原核 细胞 迅速 分 裂 时 ， 正 在 复制 过 程 中 的 那 部 分 染色 体会 
仓 在 2 个 有 时 甚至 是 4 个 拷贝 。 原 核 细 胞 中 还 经 常 携带 一 个 或 多 个 小 的 独立 的 环 状 
DNA， 称 为 质粒 〈plasmid) 。 与 大 的 染色 体 DNA 不 同 ， 质 粒 通常 不 是 细菌 生长 所 必需 
的 ， 而 是 携带 着 赋予 细菌 良好 特性 的 基因 ， 如 抗生素 抗 性 基因 此 外 ， 质 粒 有 别 于 染色 
体 DNA 的 另 一 特征 是 每 个 细胞 中 可 以 有 多 个 完整 拷贝 存在 。 

大 多 数 真 核 细胞 是 二 倍 体 〈diploid) ， 也 就 是 说 ， 细 胞 中 每 条 染色 体 有 两 个 拷贝 
(图 7-1c)。 同 一 个 染色 体 的 两 个 拷贝 叫做 同 源 染 色 体 (homolog)， 分 别 来 自 父 本 和 和 母 
本 。 但 是 ,一 个 真 核 生物 中 的 所 有 细胞 并 非 都 是 二 倍 体 ， 某 些 细胞 是 单 倍 体 或 多 倍 休 。 
HE Chaploid) 细胞 每 条 染色 体 只 有 一 个 拷贝 ， 并且 参 与 有 性 生殖 (例如 ， 精 子 和 
卵子 都 是 单 倍 体 细 胞 ) 。 多 倍 体 (polyploid) 细胞 中 每 条 染色 体 都 超过 两 个 拷贝 。 事 实 
上 ， 许 多 生物 体 维持 它们 大 多 数 成 熟 细胞 在 多 倍 体 状态 。 在 极端 情况 下 ， 每 条 染色 体 的 
拷贝 数 可 能 有 数 百 甚至 数 千 。 这 种 全 基因 组 扩 增 的 方式 可 以 使 一 个 细胞 产生 大 量 的 
RNA 和 随后 的 蛋白 质 产 物 。 例 如 ， 巨 核 细胞 (megakaryocyte) 是 一 种 特 化 的 多 倍 体 细 
胞 每 条 染色 体 大 约 有 28 个 拷贝 ) ， 能 产生 数 千 个 人 体 血液 所 必需 的 没有 染色 体 的 血 小 
板 〈 每 毫升 血液 中 大 约 有 200 000 个 血小板 ) 。 通 过 多 倍 体形 式 ， 巨 核 细胞 维持 高 水 平 
的 新 陈 代谢 ， 以 生产 大 量 的 血小板 。 由 于 这 么 多 条 染色 体 的 分 离 是 非常 困难 的 事 ， 因 此 
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多 倍 体 细胞 几乎 总 是 处 于 停止 分 裂 的 状态 。 无 论 染 色 体 数目 的 多 少 ， 真 核 染 色 体 总 是 包 
含 在 由 腊 包 围 的 称 为 细胞 核 Cnucleu) 的 细胞 器 中 (图 7-1c) 。 
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图 7-1 典型 的 原核 细胞 与 真 核 细胞 的 比较 。a. 一 个 典型 的 真 核 细胞 的 直径 约 为 1 0xm， 原 核 细 胞 约 
为 lym. b. 原核 染色 体 DNA 位 于 类 核 内 ， 占 据 细 胞 内 大 部 分 的 空间 。 与 真 核 细 胞 的 细胞 核 不 同 ， 
类 核 没 有 膜 将 它 和 细胞 的 其 他 组 分 分 开 ， 质粒 DNA 用 红色 表示 。c. 真 核 染色 体位 于 由 膜 所 包围 的 
细胞 核 中 。 由 细胞 核 中 存在 的 染色 体 的 拷贝 数 可 区 分 单 倍 体 和 二 倍 体 细胞 。 (来 源 : Brown T. A. 
2002 Genomes, 2nd edition, p. 32. Fig2. 1. © BIOS Scientific Publishers. 经 Tayor & Francis 许可 . ) 


基因 组 的 大 小 与 生物 体 的 复杂 度 相 关 


基因 组 的 大 小 ( 单 倍 染 色 体 中 DNA 的 长 度 ) 在 不 同 的 生物 中 有 相当 大 的 变化 〈 表 
“-2)。 由 于 生物 的 复杂 度 越 高 所 需 的 基因 也 就 越 多 〈 比 较 细菌 、 单 细胞 真 核 生 物 和 多 细 
胞 真 核 生物 时 可 以 看 到 这 个 规律 ， 见 19 章 ) 。 因 此 基因 组 的 大 小 与 生物 体 的 复杂 度 相关 
也 就 不 足 为 奇 。 通 常 ， 原 核 细 胞 的 基因 组 不 足 10Mb。 尽 管 一 些 较 复 杂 的 原生 生物 可 能 
有 大 于 200M 的 基因 组 ,通常 单 细胞 真 核 生物 的 基因 组 都 小 于 50Mb， 而 多 细胞 生物 
的 基因 组 更 大 ， 甚 至 可 超过 100 ΟΟΟΜΡ. 

稚 和 党 生物 体 的 复杂 度 与 基因 组 的 大 小 之 间 大 致 呈正 相关 ， 但 并 不 精确 。 许 多 复杂 度 
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相近 的 生物 体 其 基因 组 大 小 却 显著 不 同 : 果 蝇 的 基因 组 大 约 是 蝗虫 的 基因 组 的 1/25, 
而 小 麦 的 基因 组 是 水 称 基 因 组 的 40 [5 (3 7-2) 。 这 些 例子 中 ， 基 因 的 数目 而 不 是 基因 
组 的 大 小 ， 与 生物 的 复杂 性 更 密切 相关 。 当 我 们 比较 不 同 生物 的 相对 基因 密度 时 可 以 清 
楚 地 看 到 这 一 点 。 


表 7-2 不 同 生物 体 基 因 组 中 基因 密度 的 比较 


物 种 基因 组 大 小 /Mb 大 致 的 基因 数目 基因 密度 / (个 /Mb) 

原核 生物 (细菌 ) 

HE ΖΗ Ar κ IRAE 0. 58 500 860 

肺炎 链球 菌 2. 2 2300 1060 

大 肠 杆菌 K-12 4.6 4400 950 

根瘤 农 杆菌 5.7 5400 960 

B ta PARE A 6. 7 6200 930 
真 核 生 物 

真菌 

酿酒 酵母 12 5800 480 

桶 酒 裂 殖 酵 母 12 4900 410 

原生 生物 

四 膜 虫 125 >27 000 220 

无 脊椎 动物 

秀丽 线虫 103 20 000 190 

果 蝇 180 14 700 82 

紫 海胆 (Ciona intestinalis) 160 16 000 100 

东亚 飞 蝗 5000 未 定 未 定 

脊椎 动物 

河豚 393 22 000 56 

人 类 3200 20 000 6. 25 

小 鼠 2600 22 000 8.5 

植物 

HAT 120 26 500 200 

TK AR 430 约 45 000 约 100 

玉米 2200 >45 000 - >20 

小 麦 16 000 未 定 未 定 

郁金香 约 120 000 未 定 ARE 


E. coli 的 基因 组 几乎 全 部 由 基因 构成 


E. coli 的 单一 染色 体 上 的 绝 大 多 数 DNA 都 编码 蛋白 质 或 结构 RNA (图 7-2) 。 而 大 部 
分 非 编码 序列 都 参与 调控 基因 的 转录 (第 16 章 ) 。 由 于 一 个 转录 起 始 位 点 通常 可 以 控制 几 
个 基因 的 表达 ， 因 而 使 这 些 区 域 在 基因 组 中 维持 在 最 小 的 比例 。E. coli 基因 组 中 的 一 个 关 
健 元 件 并 不 是 基因 的 一 部 分 ， 也 不 是 一 段 调控 基因 表达 的 序列 ， 而 是 E.coli 复制 起 始 区 ， 
这 个 短 的 染色 体 区 段 指 导 着 整个 复制 机 制 的 组 装 (将 在 第 8 章 讨论 )。 复制 起 始 区 虽然 有 
重要 的 功能 ， 但 它 仍 是 非常 小 的 ， 仅 为 已 coli 4. 6Mb 基因 组 中 的 几 百 个 碱 基 对 。 
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ΕΝΑ 聚合 酶 基因 基因 间 序 列 
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ARAS, TA μα, ὨΜῸΣ sewn ΖΝ να, >» rnt ee dr Daret ee Dyan ara em ή 
ώς Ὁ ess Ἄρο ας μα ο, οσο αμ : ΤΗΣ Sih το. τσ, ορ mas ος ο μα 
ας ας ασ τς ο a κο ος αν ες τς Ce ος San ον ὍΣ ος Sse ολα ο ο 2 中 ne Sis 


0 10.000 20000 30000 40000 50000 60 000 
碱 基 对 数目 


图 7-2 不 同 生 物 染 色 体 基 因 密 度 的 比较 。 图 中 展示 了 4 种 生物 中 一 个 具有 代表 性 的 65kb 的 DNA 区 段 。 编 码 
RNA 聚合 酶 〈 真 核 生 物 编码 RNA RAH) 大 亚 基 的 区 域 用 红色 表示 ， 编 码 其 他 基因 的 区 域 用 绿色 表示 ， 内 
AT DNA 用 紫色 表示 ， 重 复 DNA 用 黄色 表示 ， 独 特 的 绿 基因 间 DNA 用 灰色 表示 。 注 意 随 着 生物 复杂 度 的 增 
加 ， 在 相同 长 度 的 DNA (65kbDNA 区 域 ) 中 编码 基因 的 数目 是 如 何 变化 的 。 


复杂 度 高 的 生物 基因 密度 低 


如 何 解释 具有 相似 复杂 度 的 生物 体 却 有 明显 不 同 的 基因 组 大 小 〈 如 果 蝇 和 蝗虫 )? 
这 种 不 同 主要 与 基因 的 密度 有 关 。 基 因 密 度 的 简单 衡量 方法 是 每 Mb 基因 组 DNA 上 基 
因 的 平均 数目 。 如 果 一 个 50Mb 基因 组 的 生物 有 5000 个 基因 ， 那 么 这 个 生物 体 的 基因 
密度 为 100 个 /Mb。 当 比较 不 同 生 物体 的 基因 密度 时 ， 可 以 清楚 看 到 不 同 生 物体 利用 
DNA 来 编码 可 能 的 基因 的 效率 不 同 。 生 物体 的 复杂 度 与 基因 的 密度 之 间 存 在 大 致 负 相 
关 的 关系 ; 生物 体 复杂 度 越 低 ， 其 基因 密度 越 高 。 例 如 ， 目 前 所 发 现 的 基因 密度 最 高 的 
生物 体 是 病毒 。 在 某 些 情况 下 病毒 利用 DNA 的 两 条 链 来 编码 相互 重生 的 基因 ， 尽管 在 
细 菠 中 重合 基因 极 少 见 ， 但 细菌 的 基因 密度 非常 恒定 地 接近 1000 个 基因 /Mb。 

与 原核 生物 相 比 ， 真 核 生 物 的 基因 密度 较 低 上 且 更 多 变 (GE 7-2) 。 在 真 核 生 物 中 仍然 存 
在 一 个 普遍 的 趋势 ， 即 基因 密度 随 生物 体 复杂 度 的 增加 而 降低 。 简 单 的 单 细 胞 真 核 生 物 酿 
酒 酵母 (S. cerevisiae) 的 基因 密度 (24 500 个 基因 /Mb) 与 原核 生物 非常 接近 ， 相反 ， 人 
的 基因 密度 估计 是 原核 生物 的 1/50。 图 7-2 比较 了 在 所 有 生物 中 相对 保守 的 RNA 聚合 酶 
的 大 亚 基 基因 的 DNA 序列 ， 结 果 显 示 出 不 同 的 生物 间 基 因 大 小 存在 极 大 的 差异 。 较 人 基 
因 组 更 大 的 生物 可 能 有 着 更 小 的 基因 密度 。 是 什么 原因 导致 基因 密度 的 降低 呢 ? 


基因 仅 占 真 核 染 色 体 DNA 的 一 小 部 分 


两 种 因素 会 导致 真 核 细胞 中 基因 密度 的 降低 : 基因 大 小 和 基因 间 序 列 (intergenic 
sequence) 的 增加 。 复 杂 度 高 的 生物 基因 大 的 主要 原因 并 不 是 蛋白 质 要 大 ， 或 需要 更 长 
的 DNA 来 编码 相同 的 蛋白 质 ， 而 是 因为 在 真 核 生物 中 编码 蛋白 质 的 基因 区 域 通 常 是 不 
连续 的 。 这 些 分 散 的 非 蛋 白质 编码 区 段 称 为 内 含 子 (intron)。 内 含 子 转录 后 可 通过 
RNA 59# CRNA splicing) 的 过 程 从 RNA 中 删除 (图 7-3) ， 我 们 将 在 第 13 章 详细 讨 
论 RNA 剪接 。 内 含 子 的 存在 极 大 地 增加 了 编码 一 个 基因 所 需 的 DNA 的 长 度 〈 表 7-3). 
例如 ， 人 的 一 个 基因 的 平均 转录 长 度 大 约 为 27kb (不 要 与 基因 密度 相 混 淆 )， 而 平均 编 
码 焦 日 质 的 区 段 仅 为 1. 3kb。 一 个 简单 的 计算 可 看 出 ， 人 的 编码 蛋白 质 的 基因 中 平均 仅 
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有 5% 的 序列 直接 参与 了 编码 相应 的 蛋白 质 ， 而 其 他 的 95% 都 由 内 含 子 构成 。 简 单 的 丰 
核 生物 的 内 含 子 较 少 ， 这 与 它们 较 高 的 基因 密度 相 一 致 。 例 如 ， 在 酿酒 酵母 中 ， 仅 有 
3. 5% 的 基因 有 内 含 子 ， 而 且 没 有 一 个 内 含 子 大 于 1kb (Š 7-3), 


初级 We 2 : POR 
转录 本 


剪接 后 的 mRNA 


7-3 RNA 剪接 的 示意 图 。 外 显 子 1 上 方 的 箭头 表示 前 体 mRNA 转录 启动 的 位 置 。 
此 初级 转录 本 经 过 剪接 加 工 去 除非 编码 的 内 含 子 ， 生 成 信使 RNA。 


表 7-3 不 同 基因 组 中 内 含 子 和 重复 序列 的 比例 


物种 基因 密度 / (个 /Mb) 基因 中 平均 的 内 含 子 数目 重复 序列 的 比例 

原核 生物 (细菌 ) 

大 肠 杆 菌 K-12 950 0 <] 
真 核 生 物 

真菌 

酿酒 酵母 480 0. 04 3. 4 

无 脊椎 动物 

秀丽 线虫 190 5 6. 3 

R hes 82 3 12 

BED 

河豚 56 5 2.7 

A 6. 25 6 46 

植物 

拟 南 芥 220 3 未 定 

Tk AR 约 100 未 定 42 


在 更 复杂 的 生物 中 基因 间 序 列 数目 的 大 量 增 加 是 导致 基因 密度 降低 的 另 一 原因 。 基 
因 间 隅 区 是 基因 组 上 与 蛋白 质 和 结构 RNA 的 表达 无 关 的 那 部 分 DNA。 人 的 基因 组 中 
有 超过 60% 的 部 分 由 基因 间 序 列 组 成 ， 这 其 中 绝 大 多 数 的 功能 未 知 (图 7-4) 。 基 因 间 
MX DNA 分 为 两 类 : 单一 的 和 重复 的 。 大 约 1/4 的 基因 间隔 区 DNA 是 单一 的 ， 导 致 
单一 基因 间 DNA 序列 增加 的 原因 之 一 是 指导 和 调控 转录 的 DNA 序列 的 增加 ， 也 称 为 
调控 序列 (regulatory sequence) 。 随 着 生物 体 复杂 度 的 提高 ， 编 码 更 多 的 基因 ， 调 控 基 
因 表 达 的 调控 序列 也 变 得 更 加 复杂 ， 其 序列 大 小 也 不 断 增 加 。 人 类 基因 组 基因 间 DNA 
的 单一 区 段 包含 了 许多 显而易见 的 已 丧失 功能 的 残留 区 段 ， 如 无 功能 的 突变 基因 、 基 因 
碎 段 和 假 基 因 。 突 变 基因 和 基因 碎 段 是 由 于 简单 的 随机 突变 或 在 DNA 重组 过 程 中 的 错 
RITER. BÆK NEK i (reverse transcriptase) 的 作用 而 形成 (图 7-5 和 第 
11 章 )。 这 种 酶 可 将 RNA 复制 为 双 链 DNA ( 称 为 拷贝 DNA, copy DNA 或 cDNA). 
通常 只 在 某 些 特定 类 型 的 病毒 中 表达 ， 参 与 病毒 的 繁殖 。 但 是 ， 当 细胞 被 这 类 病毒 感染 
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后 ， 作 为 其 副 效应 ， 细 胞 中 的 mRNA 会 被 拷贝 成 DNA， 而 这 些 DNA 片段 可 以 一 个 较 
低 的 频率 重新 整合 到 基因 组 中 。 然 而 ， 由 于 这 些 DNA 缺少 指导 其 表达 的 正确 序列 (这 
些 序 列 一 般 不 存在 于 基因 的 RNA 产物 中 ， 见 第 12 章 ) ， 因 此 它们 是 不 能 表达 的 。 


单一 序列 
(调控 区 , miRNA) 
其 他 基因 间隔 
区 域 600Mb 
基因 间隔 区 DNA 微 卫 星 
2000Mb 90Mb 
基因 组 范围 
的 重复 
1400Mb 
人 基因 组 
3200Mb HET 
非 翻 译 区 
相关 序列 J 
基因 和 基因 
相关 序列 假 基因 
1200Mb 
基因 
48Mb 


7-4 人 类 基因 组 的 组 织 及 其 组 分 。 人 类 基因 组 由 许多 不 同类 型 的 DNA 序列 构成 ， 绝 大 多 数 DNA 序列 不 编 
人 码 重 日 质 。 此 图 显示 了 各 种 类 型 序列 的 分 布 和 数量 。 (来 源 : Brown T. A. 2002. Genomes, 2nd edition, p. 23, 
box 1. 4. © BIOS Scientific Publishers. 经 Taylor & Francis 许可 . ) 
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图 7-5 反 转 录 mRNA 的 整合 导致 假 基因 的 产生 。 当 细胞 中 存在 反 转 录 酶 时 ，mRNA 分 子 能 被 拷贝 成 双 链 
DNA。 在 极 少数 情况 下 ， 这 些 DNA 分 子 能 整合 人 基因 组 形成 假 基因 。 由 于 在 新 转录 的 RNA 中 内 含 子 会 被 迅 
速 地 删除 ， 所 以 假 基因 共同 的 特征 就 是 缺少 内 含 子 。 这 可 以 将 其 与 原 基 因 区 分 开 来 。 另 外 ， 因 为 启动 子 序列 
不 是 mRNA 的 一 部 分 ， 所 以 假 基 因 缺 少 相应 的 指导 其 转录 的 启动 子 序列 。 
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最 后 ， 尽 管 我 们 对 真 核 细胞 单一 基因 间 区 域 的 功能 还 不 清楚 ， 但 可 以 确定 的 是 它 在 
其 核 细 胞 中 是 有 功能 的 ， 如 最 新 发 现 的 微 RNA (miRNA)。 这 些 结构 性 小 RNA 通过 改 
变 mRNA 的 稳定 性 或 者 mRNA 的 翻译 能 力 来 调节 其 他 基因 的 表达 (参见 微 ΕΝΑ 的 基 
Ape, 第 18 章 )。 由 于 这 些 序列 在 最 近 才 被 发 现 ， 所 以 还 没有 包括 在 表 7-2 tH, OR 
而 ， 在 人 类 细胞 中 据 估 计 有 400 多 个 miRNA。 多 数 单一 性 基因 间 区 的 另 一 功能 还 可 能 
与 复制 的 起 始 相 关 。 尽 管 在 多 数 真 核 生物 中 还 没有 被 证 明 。 


入 的 基因 间隔 区 序列 主要 由 重复 DNA 构成 


儿 竹 一 半 的 人 类 基因 组 由 在 基因 组 中 重复 多 次 的 DNA 序列 组 成 。 重 复 DNA 一 般 
有 两 种 : 微 卫星 DNA 和 基因 组 范围 的 重复 序列 〈genemo-wide repeat) 。 微 卫星 DNA 
(microsatellite DNA) 由 非常 短 的 “〈 小 于 13bp) 串联 重复 序列 构成 。 最 篆 见 的 微 卫星 
序列 是 二 核 苷 酸 重复 序列 〈 例 如 ，CACACACACACACACA) 。 这 种 重复 来 自 于 DNA 
的 正确 复制 的 困难 ， 几 乎 占 了 人 类 基因 组 的 3% FRI 

基因 组 范围 的 重复 序列 要 比 微 卫 星 大 得 多 ， 每 个 重复 单元 的 长 度 都 大 于 100bp， 许 
多 更 是 大 于 1kb。 这 些 序列 要 么 作为 单一 拷贝 散布 在 基因 组 中 ,要么 紧密 相连 成 徐 存 
人 在。 尽管 这 些 重复 有 许多 种 类 ,但 是 它们 有 着 共同 的 特点 ， 即 都 是 转 座 因子 (trans- 
posable element) 。 

Pe EN TE BE MBE 2 ή “ie 8 BS BS EAS, ERE RO RE RE 
(transposition)。 在 转 座 过 程 中 ， 转 座 元 件 经 常 在 保留 原 拷贝 的 情况 下 ， 转 移 到 基因 组 
中 新 的 位 置 上 。 因 此 ， 这 些 序列 可 在 基因 组 中 加 倍 并 累积 。 在 人 的 细胞 中 转 座 因子 的 移 
动 极 少 发 生 。 然 而 ， 在 漫长 的 生命 进化 过 程 中 ， 这 些 转 座 因子 非常 成 功 地 繁衍 了 自己 ， 
以 至 于 现在 大 约 占 人 基因 组 的 45%。 在 第 11 章 中 我 们 将 讨论 转 座 因子 在 基因 组 中 移动 
的 机 制 以 及 如 何 控制 它们 的 移动 以 防止 它们 整合 到 基因 之 中 。 

虽然 我 们 是 以 人 类 基因 组 为 背景 讨论 了 基因 间 序 列 的 特征 ， 然 而 在 其 他 生物 体 中 也 
发 现 了 许多 相同 的 特征 。 例 如 ， 通 过 对 基因 组 非常 大 的 几 种 植物 〈 如 玉米 ) 的 部 分 已 知 
序列 的 比较 ， 可 以 看 到 在 这 些 基 因 组 中 转 座 因 子 可 能 占有 更 大 的 比例 。 甚 至 在 像 E. coli 
和 酿酒 酵母 这 样 基因 组 结构 致密 的 生物 中 ， 也 发 现 有 转 座 因 子 和 微 卫 星 重 复 的 存在 (图 
7-2)。 不 同 之 处 只 是 这 些 序列 在 这 些 简单 生物 体 中 占据 基因 组 不 那么 成 功 ， 这 一 不 成 功 
可 能 是 由 低 效率 的 复制 和 (或) 高 效率 的 删除 (被 修复 机 制 删除 或 是 发 生 复制 的 生物 体 
被 删除 ) 所 综合 影响 的 结果 。 

尽 省 现在 倾向 于 认为 重复 DNA 是 垃圾 DNA (junk DNA), ， 但 是 这 些 序列 可 以 稳 
定 地 维持 成 百 上 千代 ， 表 明基 因 间 DNA 对 宿主 生物 体 有 积极 的 意义 (或 者 选择 优势 ) ， 
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真 核 染色 体 在 细胞 分 裂 过 程 中 需要 着 丝 粒 、 端 粒 和 复制 起 始 位 点 
在 其 核 染 色 体 上 有 几 个 重要 的 DNA 元 件 ， 它 们 不 是 基因 也 不 参与 基因 表达 的 调控 
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(图 7-6)。 这 些 元 件 包括 指导 染色 体 DNA 复制 起 始 的 复制 起 始 位 点 (origins of replica- 
tion). 、 引 导 染 色 体 进入 子 代 细胞 的 着 丝 粒 〈centromere) 及 负责 保护 和 复制 线性 染色 体 
ACM πα, (τεἰοππετε)ο 。 它 们 对 于 细胞 分 裂 过 程 中 染色 体 的 正确 复制 和 分 离 是 至 关 重 
要 的 。 现 在 我 们 对 每 个 元 件 逐 一 加 以 讨论 。 


απ μες, 
DNA 复制 有 丝 分 裂 


图 7-6 着 丝 粒 、 复 制 起 始 位 点 和 端 粒 是 真 核 染 色 体 的 稳定 所 必需 的 。 每 条 真 核 染 色 体 包括 两 个 端 粒 、 一 个 着 丝 
粒 和 多 个 复制 起 始 位 点 。 端 粒 位 于 每 条 染色 体 的 两 端 。 与 端 粒 不 同 ， 每 条 染色 体 上 只 有 一 个 着 丝 粒 ， 且 没有 固 
定 的 位 置 。 有 些 着 丝 粒 靠近 染色 体 中 部 ， 有 些 靠近 端 粒 。 复 制 起 始 位 点 分 布 于 整 条 染色 体 上 (在 酿酒 酵母 中 大 
约 每 30kb 有 一 个 复制 起 始 位 点 ) 。 


复制 起 始 位 点 是 DNA 复制 机 器 组 装 和 复制 起 始 的 位 点 。 复 制 起 始 位 点 每 隔 约 30~ 
40kb 分 布 在 每 条 真 核 染色 体 上 。 原 核 染 色 体 也 需要 复制 起 始 位 点 。 与 真 核 染 色 体 不 同 ， 
原核 染色 体 通 常 只 有 一 个 复制 起 始 位 点 。 一 般 来 说 ， 复 制 起 始 位 点 位 于 非 编 码 区 。 复 制 
起 始 位 点 的 DNA 序列 将 在 第 8 章 详细 讨论 。 

者 丝 粒 是 DNA 复制 后 染色 体 准 确 分 离 所 必需 的 。 复 制 后 的 染色 体 的 两 个 拷贝 叫 姐 
妹 染 色 体 ， 它 们 必须 分 离 为 单 拷贝 ， 分 别 进 入 两 个 子 细 胞 。 与 复制 起 始 位 点 相似 ， 着 丝 
粒 指 寻 一 个 精细 的 和 蛋白质 复合 体 的 形成 ， 此 结构 也 称 为 动 粒 〈kinetochore) 。 动 粒 的 作 
用 机 制 是 与 看 丝 粒 DNA 和 与 蛋白 质 纤 维 〈 微 管 ) 相互 作用 ， 拉 动 姐妹 染色 体 相 互 远离 
并 进入 两 个 子 细胞 。 与 每 条 真 核 染 色 体 上 有 多 个 复制 起 始 位 点 不 同 ， 每 条 染色 体 上 仅 有 
一 个 看 丝 粒 (图 7-7a) 。 大 着 丝 粒 缺失 ， 复 制 后 的 染色 体会 随机 分 离 ， 导 致 子 细胞 的 染 
色 体 的 缺失 或 加 倍 《〈 图 7-7b) 。 如 果 一 条 染色 体 上 存在 一 个 以 上 拷贝 的 着 丝 粒 ， 同 样 是 
灾难 性 的 。 动 粒 会 附着 在 将 染色 体 拉 向 相反 方向 的 微 管 上 ， 导 致 染色 体 的 断裂 (图 7- 
7c) 。 着 丝 粒 的 大 小 变化 很 大 。 在 酿酒 酵母 中 ， 着 丝 粒 不 到 200bp 为 单一 序列 ; 而 大 多 
数 真 核 生 物 的 着 丝 粒 大 于 40kb， 并 且 主 要 由 重复 DNA 序列 组 成 (图 7-8) 。 

绒 粒 位 于 线性 染色 体 的 两 端 。 与 复制 起 始 位 点 和 着 丝 粒 类 似 ， 端 粒 结合 有 许多 蛋白 
质 ， 在 这 种 情况 下 ， 这 些 和 蛋白 质 执行 着 两 个 重要 的 功能 。 首 先 ， 端 粒 蛋白 质 可 以 将 细胞 
中 染色 体 的 天 然 示 端 与 染色 体 断 裂 和 其 他 DNA 的 断裂 区 分 开 来 。 一 般 来 说 ，DNA 的 
KEA πι RERA DNA 降解 的 位 点 。 结 合 在 端 粒 上 的 蛋白 质 能 避免 重组 和 DNA 
降解 的 发 生 。 其 次 ， 端 粒 作 为 一 种 特殊 的 复制 起 始 位 点 ， 可 以 使 细胞 复制 染色 体 的 未 端 。 
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染色 体 断 裂 
(由 于 多 个 痢 丝 粒 ) 
图 7-7 多 于 或 少 于 一 个 着 丝 粒 导致 染色 体 的 丢失 或 断裂 。a. 正常 的 染色 体 有 一 个 着 丝 粒 。 染 色 体 复 制 后， 每 个 拷 
贝 的 端 粒 指导 一 个 动 粒 的 形成 。 这 两 个 动 粒 结合 到 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 两 极 ， 并 在 细胞 分 裂 之 前 向 细胞 相反 的 两 边 
EM. b 缺少 着 丝 粒 的 染色 体会 很 快 从 细胞 中 丢失 。 着 丝 粒 缺失 时 染色 体 不 能 与 纺锤 体 结合 ， 只 能 随机 地 分 配 到 
两 个 子 代 细胞 中 。 这 经 常 导致 一 个 子 代 细 胞 得 到 同一 染色 体 的 两 个 拷贝 ， 而 另 一 子 代 细胞 丢失 了 这 条 染色 体 。 
ο, 有 两 个 或 更 多 个 着 丝 粒 的 染色 体 在 分 离 时 经 常 发 生 断 裂 。 如 果 一 个 染色 体 有 多 个 着 丝 粒 ， 它 能 同时 与 纺锤 体 的 
两 极 结 合 。 当 分 离 起 始 时 ， 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 两 极 的 反 向 作用 力 经 常会 使 同时 结合 在 两 极 上 的 染色 体 断 裂 。 


图 7-8 着 丝 粒 的 大 小 和 组 成 在 不 同 生物 
体 间 变化 很 大 。 酿 酒 酵母 的 着 丝 粒 很 小 
且 由 非 重复 序列 组 成 。 而 其 他 的 生物 体 ， 
如 果 蝇 和 有 裂 殖 酵母 的 着 丝 粒 非常 大 而 且 
主要 由 重复 序列 组 成 。 裂 殖 酵 母 着 丝 粒 40~100 kb 
仅 中 间 的 4~7kb 是 非 重复 序列 ， 绝 大 多 
数 果 蝇 和 人 的 着 丝 粒 由 重复 DNA 组 成 。 


约 400 kb 


240 kb 到 几 Mb 
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在 第 8 草 里 将 讨论 到 标准 的 DNA 复制 机 器 不 能 完整 地 复制 线性 染色 体 的 未 端 ， 原 因 将 
在 第 8 章 详 细 讨 论 。 端 粒 通过 一 种 特殊 的 DNA 聚合 酶 一 一 端 粒 酶 (telomerase) 来 完 
成 线性 染色 体 示 端的 复制 。 

与 染色 体 的 大 多 数 部 分 不 同 ， 端 粒 的 相当 一 部 分 以 单 链 的 形式 存在 〈 图 7-9)。 大 
多 数 端 粒 具 简单 的 重复 序列 ， 重 复 序列 因 物 种 而 异 。 典 型 的 重复 由 一 短 的 富 TG 的 重复 
组 成 。 例 如 ， 人 的 端 粒 具 有 5 -TTAGGC-3' 的 重复 序列 。 我 们 将 在 第 8 PEP PES, YR: 
中 的 重复 序列 是 由 于 它们 特殊 的 复制 方式 所 造成 的 。 


a 


图 7-9 典型 的 端 粒 结构 。 框 中 显示 了 一 个 重复 序列 单元 ( 取 自 人 的 细胞 ) 。 注 意 染 色 体 3' 端 的 
单 链 DNA 区 域 可 达 数 百 个 碱 基 长 。 


真 核 染色 体 的 复制 和 分 离 发 生 在 细胞 周期 的 分 裂 其 


企 细胞 分 裂 过 程 中 ， 染 色 体 必须 复制 并 分 离 到 子 细胞 中 去 。 在 细菌 细胞 中 这 些 过 程 
是 同时 发 生 的 。 也 就 是 说 ， 在 ΝΑ 复制 的 同时 ， 产生 的 两 个 拷贝 会 向 细胞 相反 的 两 边 
分 离 。 尽 管 已 经 清楚 在 细菌 中 这 些 过 程 受 到 严格 的 调控 ,但 调控 的 机 制 还 不 清楚 。 相 
反 ， 呐 核 细胞 染色 体 的 复制 和 分 离 发 生 在 细胞 分 裂 过 程 的 不 同时 期 。 下 面 我 们 将 加 以 
讨论 。 

细胞 完成 一 轮 分 裂 所 需要 的 过 程 称 为 细胞 周期 (cell cycle)。 大 多 数 真 核 细胞 的 分 
寞 会 使 子 细胞 维持 与 母 细胞 一 致 的 染色 体 数 目 。 这 种 分 裂 类 型 称 为 细胞 的 有 丝 分 烈 
(mitotic cell division) 。 

有 丝 分 裂 的 细胞 周期 可 以 分 为 4 期 : Gi. 5. G 和 M (图 7-10)。 涉 及 染色 体 增殖 
的 关键 过 程 发 生 在 细胞 周期 的 特定 时 期 。DNA 合成 发 生 在 细胞 周期 的 合成 期 或 S 期 
(synthesis 或 S phase)， 导 致 每 条 染色 体 的 复制 (图 7-11). 复制 后 配对 的 每 条 染色 体 
叫做 一 条 染色 单 体 (chromatid) ， 配 对 的 两 条 染色 单 体 称 为 姐妹 染色 单 体 (sister chro- 
matid) 。 复 制 后 的 姐妹 染色 单 体 通过 一 个 叫做 黏 粒 (cohesin) 的 分 子 聚 在 一 起 ， 这 一 
过 程 称 为 姐妹 染色 单 体 的 附着 (sister chromatid cohesion), 这 种 状态 一 直 维 持 到 染色 
体 的 相互 分 离 。 

染色 体 分 离 发 生 在 细胞 周期 的 有 丝 分 裂 期 或 M 期 (mitosis，M phase) 。 下 面 将 讲 
述 有 丝 分 裂 的 全 过 程 ， 但 先 讨论 这 个 过 程 中 的 3 个 关键 步骤 (图 7-12) 。 首 先 ， 每 对 姐 
妹 染 色 单 体 与 一 个 叫做 有 丝 分 裂 纺 锤 体 (mitotic spindle〉 的 结构 结合 。 纺 锤 体 由 长 的 
重 日 质 纤 维 一 一 微 管 (microtubule) 组 成 。 微 管 与 两 个 微 管 组 织 中 心 (microtubule or- 
ganizing center) 中 的 一 个 相连 。 [ 微 管 组 织 中 心 在 动物 细胞 中 称 为 中 心 粒 《centro- 
some)， 在 醇 母 和 其 他 真菌 中 称 作 纺 锤 体 极 体 (spindle pole body), ] 微 管 组 织 中 心 位 
于 细胞 的 两 侧 形 成 “ 极 ”， 微 管 向 着 两 极 拉动 染色 单 体 。 染 色 单 体 的 配对 由 组 装 在 每 个 
者 丝 粒 处 的 动 粒 〈kinetochore) 所 介 导 (图 7-6)。 其 次 ， 由 于 黏 粒 的 水 解 染 色 单 体 间 黏 
附 力 的 消失 。 在 黏附 力 消 失 之 前 ， 它 可 以 抵抗 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 拉力 。 当 黏附 力 消失 之 
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710 真 核 有 丝 分 裂 细 胞 周期 。 真 核 细胞 周期 有 4 个 阶段 。 染 色 体 复制 发 生 在 53}, Ye tata spe 


发 生 在 ΜΒ. Gi 和 Go 间 期 允许 细胞 为 细胞 周期 的 后 续 过 程 做 准备 。 例 如 ， 许 多 真 核 细胞 利用 细胞 
周期 的 G1 期 合成 完成 细胞 分 裂 所 需 的 足 量 的 营养 成 分 。 


S 期 的 重要 事件 
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ΡΝΑ 


复制 启动 复制 


附着 


姐妹 染色 体 


ΤΗ S 期 的 事件 。 在 S 期 有 两 个 主要 的 染色 体 事件 发 生 。 每 条 染色 体 完整 地 进行 DNA 复制 拷 
由 ， 复 制 发 生 后 不 久 ， 环 状 的 黏 粒 分 子 将 复制 后 的 两 拷贝 DNA 缚 在 一 起 ， 导 致 姐妹 染色 单 体 的 附 
看 。 每 个 蓝 色 或 红色 的 “ 管 ” 代 表 一 个 单 链 DNA 分 子 。 


后 ， 有 丝 分 裂 的 第 三 个 重要 过 程 才 能 发 生 : 姐妹 染色 单 体 分 离 (sister chromatid sepa- 
ration) 。 由 于 缺少 了 染色 单 体 黏附 力 的 抗衡 ， 染 色 单 体 被 迅速 地 拉 向 有 丝 分 裂 纺 锤 体 
相反 的 两 极 。 因 此 ， 姐 妹 染 色 单 体 间 的 黏附 力 与 有 丝 分 裂 纺 锤 体 相 反 两 极 对 姐妹 染色 单 


体 动 粒 的 黏附 力 是 相互 对 立 的 作用 ， 只 有 精细 地 协调 二 者 才能 使 染色 体 正确 地 进行 
分 离 。 
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M 期 的 主要 事件 


姐妹 染色 单 体 分 离 

图 7-12 PRH (M 期 ) 的 事件 。 三 个 主要 的 事件 发 生 在 有 丝 分 裂 期 。 首 先 ， 连 接 姐 妹 染 色 单 体 对 的 两 个 动 粒 
分 别 黏附 到 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 相反 两 极 。 一 旦 全 部 的 动 粒 都 结合 到 两 极 上 ， 通 过 破坏 黏 粒 环 使 姐妹 染色 单 体 间 
的 和 猪 附 力 消 失 。 最 后 ， 当 黏附 力 消失 后 ， 姐 妹 染 色 体 分 离 到 有 丝 分 裂 纺 锤 体 相 反 的 两 极 。 


真 核 细胞 分 裂 时 染色 体 的 结构 发 生变 化 


在 一 轮 细胞 分 裂 中 ， 染 色 体 的 结构 发 生 多 次 变化 ; 然而 ， 染 色 体 主要 以 两 种 状态 存 
ΤΕ CAL 7-13)。 当 细胞 的 染色 体 分 离 时 ， 染 色 体 处 于 最 压缩 的 状态 。 形 成 这 种 压缩 状态 
的 过 程 称 为 染色 体 凝 聚 (chromosome condensation) 。 在 这 种 压缩 状态 下 ， 染 色 体 间 完 
全 相互 独立 ， 大 大 方便 了 分 离 过 程 的 进行 。 


S 和 Gz) 染色 体 处 于 解 聚 状 态 。 这 些 解 聚 的 时 期 统称 为 间 期 。 


TE Οι. SHIG: 期 “总称 为 间 期 )， 染 色 体 不 分 离 时 染色 体 的 压缩 程度 大 大 降低 。 
事实 上 ， 在 细胞 周期 的 这 些 阶 段 ， 染 色 体 可 能 是 高 度 缠绕 的 ， 与 有 丝 分 裂 过 程 中 染色 体 
的 有 组 织 排 布 相 比 ， 此 时 的 染色 体 更 像 一 盘 意 大 利 面条 。 然 而 ， 在 这 些 阶段 中 染色 体 的 
结构 也 会 发 生 改 变 。DNA 复制 要 求 与 染色 体 结合 的 蛋白 质 几乎 全 部 解 离 和 重 装 。DNA 
复制 完成 后 ， 姐 妹 染 色 单 体 的 黏附 立即 形成 ， 使 新 复制 的 两 条 染色 单 体 相 互 连 接 。 在 细 
胞 周期 中 ， 单 个 基因 转录 的 开关 或 者 上 下 调 伴 随 着 染色 体 相关 位 置 上 结构 的 改变 。 因 
此 ， 染 色 体 是 一 个 不 断 变化 的 结构 ， 它 更 像 是 一 个 细胞 器 ， 而 不 只 是 一 条 简单 的 
DNA ΗΕ. 


染色 体 的 复制 和 分 离 。153 。 


SMC 蛋白 介 时 姐妹 染色 单 体 的 黏附 和 染色 体 的 凝聚 

介 寻 姐妹 染色 单 体 黏附 和 染色 体 凝 聚 的 关键 蛋白 是 相互 关联 的 。 染色 体 结构 维持 
(SMC) 重 日 是 一 类 延伸 蛋白 (extended protein), 它们 通过 长 的 螺旋 卷曲 结构 域 相 互 
作用 形成 固定 的 配对 〈 见 图 5-15)。SMC 蛋白 与 非 SMC 蛋白 一 起 形成 多 蛋白 复合 体 ， 
将 两 个 DNA 螺旋 连接 在 一 起 。 如 前 所 讨论 ， 一 种 含有 SMC 皇上 日 的 复合 体 叫做 黏 粒 
Ccohesin), DNA 复制 后 ， 黏 粒 将 两 个 子 代 DNA (姐妹 染色 单 体 ) 连接 起 来 ， 这 种 连 
接 是 姐妹 染色 体 黏附 的 基础 。 黏 粒 的 结构 被 认为 是 一 个 由 两 个 SMC 集 日 和 两 个 非 SMC 
集 日 组 成 的 大 环 。 尽 管 姐妹 染色 体 单 体 夭 附 的 确切 机 制 尚 不 清楚 ， 已 经 建立 了 一 个 很 好 
的 模型 ， 表明 姐妹 染色 单 体 黏 附 的 机 制 是 两 条 姐妹 染色 单 体 穿 过 黏 粒 蛋 白 环 的 中 心 (图 
/14)。 在 这 个 模型 中 ， 黏 粒 的 非 SMC MVE ACE AE ZK PE BBE RL AFP A , 

伴随 染色 体 分 离 所 发 生 的 染色 体 凝 聚 同样 需要 一 个 相关 的 含有 SMC 全 日 的 复合 
体 一 一 凝聚 蛋白 (condensin)， 尽管 我 们 对 这 种 复合 体 的 结构 和 功能 知之 其 少 ， 但 它 具 
有 许多 与 黏 粒 复合 体 相 同 的 特点 ， 因此 猜测 它 也 是 一 个 环 状 复合 体 。 如 果 是 这 样 ， 它 可 
能 是 利用 环 状 的 特点 引起 染色 体 的 凝聚 。 例 如 ， 妆容 集 日 能 将 同一 染色 体 的 不 同 区 域 连 
接 在 一 起 ， 大 大 减少 染色 体 的 线性 长 度 (图 7-14). 


有 丝 分 裂 维 持 亲本 染色 体 的 数目 


我 们 现在 讲述 有 丝 分 裂 的 全 过 程 。 有 丝 分 裂 分 为 几 个 时 期 〈 图 7-15) 。 在 分 裂 前 期 
(prophase) ， 染 色 体 凝聚 成 高 度 紧密 的 结构 以 准备 进行 分 离 。 在 前 期 结束 时 ， 核 膜 裂 
解 ， 细 胞 进入 分 裂 中 期 (metaphase), 

在 分 段 中 期 ， 有 丝 分 裂 纺锤 体形 成 ， 姐妹 染色 体 的 动 粒 与 微 管 结合 。 只 有 当 一 对 姐 
妹 染 色 单 体 的 两 个 动 粒 分 别 与 从 相对 的 微 管 组 织 中 心 发 出 的 微 管 结 全 后， 正确 的 染色 单 
体 连接 才 告 完成 。 这 种 连接 类 型 叫做 二 价 联 会 (bivalent attachment， 图 7-15)， 会 导致 
向 管 对 染色 单 体 对 施加 拉 张 力 ， 问 相 反 的 方向 牵 拉 姐 妹 染色 单 体 。 从 同一 微 管 组 织 中心 
发 出 的 微 管 与 两 个 染色 单 体 或 者 其 中 之 一 的 结合 ， 叫做 单价 联 会 (monovalent attach- 
ment)。 这 种 结合 不 能 产生 拉 张 力 ， 最 终 导 致 染色 体 的 于 失 ， 如 采 二 价 联 会 不 能 随后 形 
成 ， 单价 联 会 能 让 染色 体 的 两 个 拷贝 拉 到 一 个 子 细胞 中 去 。 姐妹 染色 单 体 的 黏附 力 抵 消 
了 二 价 联 会 产生 的 拉 张 力 ， 从 而 使 所 有 染色 体 排列 在 细胞 的 中 部 ， 位 于 两 个 微 管 组 织 
心 之 间 〈 这 个 位 置 被 称 为 中 期 板 ， 亦 称 赤道 板 ) 。 值得 一 提 的 是 ， 只 有 在 所 有 的 姐妹 染 
色 单 体 都 进行 二 价 联 会 后 ， 染 色 体 才 会 开始 分 离 。 

和 用 粒 分 子 因 和 蛋白质 水 解 的 破坏 ， 性 致 姐妹 染色 单 体 间 黏 附 的 消失 ， 从 而 触发 染色 体 
的 分 离 。 这 一 过 程 发 生 在 细胞 分 裂 的 后 期 (anaphase) 。 在 后 期 ， 姐 妹 染 色 单 体 分 离 并 
移动 到 细胞 的 两 侧 。 一 旦 两 个 姐妹 染色 单 体 不 再 务 附 在 一 起 ， 它们 便 不 能 抵抗 纺锤 体 微 
省 癌 外 的 拉力 。 一 价 联 会 保证 了 每 对 姐妹 染色 单 体 对 的 两 个 成 员 被 拉 向 相反 的 两 极 ， 使 
每 个 子 代 细 胞 都 得 到 每 个 复制 的 染色 体 的 一 个 拷贝 。 

有 丝 分 裂 的 最 后 阶段 称 为 末期 〈telophase) 。 在 未 期 ， 包围 每 套 分 离 的 染色 体 的 核 
REIER. HERT, 两 个 细胞 所 共有 的 细胞 质 发 生物 理 分 离 ， 细 胞 分 裂 完成 。 这 个 过 程 
称 为 胞 质 分 烈 (cytokinesis)， 
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图 7-14 ”推测 的 符 粒 和 凝聚 蛋白 模型 。 黏 粒 和 族 聚 重 日 是 环 状 蛋 日 复合 体 。 包 括 两 个 SMC 和 蛋白 ,细胞核 骨 架 的 


组 成 部 分 。 对 连接 远 距 离 的 
个 区 段 柔 万 且 牢 固 的 连接 。 


EAEI DNA 的 两 
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区 域 的 DNA 有 重要 作用 。 推 测 的 含有 环 状 结构 的 这 
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(来 源 : Haering 
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C.H. etal. 2002. Mol. Cell 9: 773-778, F8, page 785,© Elsevier. ) 


图 7-15 有 丝 分 裂 。 在 有 丝 分 裂 之 前 ， 染 色 体 以 解 
聚 状态 人 存在， 此 时 为 间 期 。 前 期 ， 染 色 体 凝 聚 ， 准 
备 分 离 ， 在 大 多 数 真 核 细胞 中 ， 包 围 着 染色 体 的 核 
膜 发 生 裂 解 ， 在 中 期 每 个 姐妹 染色 单 体 对 结合 到 
有 丝 分 裂 纺 锤 体 的 两 极 ; 进入 后 期 ， 姐 妹 染 色 单 体 
间 和 忒 附 力 消失 ， 导 致 姐妹 染色 单 体 的 分 离 ， 末 期 ， 
染色 体 凝 聚 状态 消失 ， 包 围 着 两 群 分 离 后 的 染色 体 
的 核 膜 重新 形成 ; 细胞 质 分 裂 是 细胞 周期 的 最 后 阶 
Be, 包围 着 两 个 核 的 细胞 膜 收缩 ， 并 最 终 分 裂 成 两 
个 子 细胞 。 所 有 的 DNA 分 子 都 是 双 链 的 。 
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细胞 周期 的 间 期 为 下 一 个 细胞 周期 作 准 备 ， 同 时 检查 上 一 个 阶段 是 否 正确 完成 


真 核 细胞 周期 中 余下 的 两 个 阶段 是 间 期 。Gi 期 发 生 于 DNA AMAT, G 期 位 于 
S 和 M 期 之 间 。 细 胞 周期 的 间 期 有 两 个 作用 : 一 是 为 下 一 个 细胞 周期 阶段 作 好 时 间 上 
的 准备 ， 二 是 检查 上 一 个 细胞 周期 阶段 是 否 正确 完成 。 例 如 ， 在 进入 S 期 以 前 ， 大 多 数 
细胞 必须 达到 一 定 的 大 小 和 和 蛋白质 合 成 水 平 ， 以 满足 完成 下 一 轮 DNA 合成 所 需 的 足够 
的 重 日 质 和 和 营养 成 分 。 如 果 在 细胞 周期 的 前 一 阶段 存在 问题 ， 细 胞 周期 检查 点 《cell 
cycle checkpoint) 则 停止 细胞 周期 并 给 细胞 提供 时 间 以 完成 这 一 步 。 例 如 ， 含有 损伤 
DNA 的 细胞 将 细胞 周期 阻止 在 DNA 合成 之 前 的 Οι 期 或 者 有 丝 分 裂 之 前 的 ο, ΒΗ, μι 
防止 产生 损伤 的 染色 体 的 事件 发 生 。 在 细胞 周期 继续 进行 之 前 ， 这 种 延迟 为 损伤 的 修复 
提供 了 时 间 。 


Yt BAY FR BLD T EAR BK OY HO 


真 核 细 胞 分 裂 的 另 一 种 类 型 一 一 减 数 分 裂 ， 专 一 地 产生 子 代 细 胞 ， 和 母 细 胞 相 比 ， 
它 仅 含 有 半数 的 染色 体 。 这 是 由 DNA 复制 之 后 的 两 轮 当 色 体 分 离 完成 的 。 与 有 丝 分 裂 
细胞 周期 相似 ， 减 数 分 裂 细胞 周期 (meiotic cell cycle) 包括 Οι 期 、S 期 和 一 个 延长 的 
G: 期 (图 7-16)。 在 减 数 分 裂 的 S 期 ， 每 条 染色 体 复制 。 与 有 丝 分 裂 S 期 相同 ， 姐 妹 染 
色 单 体 仍 然 结合 在 一 起 。 进 入 减 数 分 裂 的 细胞 必须 是 二 倍 体 ， 因 此 DNA 复制 前 每 条 染 
色 体 有 两 个 拷贝 ， 分 别 来 自 父 母 。DNA 复制 之 后 ， 这 些 相关 的 姐妹 染色 单 体 对 ， 称 为 
同 源 染 色 体 〈homologs) ， 互 相配 对 并 发 生 重 组 。 同 源 染 色 体 间 的 重组 在 两 个 同 源 染 色 
体 间 构 建 了 一 个 物理 连接 ， 这 种 连接 是 染色 体 分 离 时 连接 两 个 相关 的 姐妹 染色 单 体 对 所 
必需 的 。 我 们 将 在 第 10 章 详细 讨论 减 数 分 裂 过 程 中 的 重组 。 

减 数 分 裂 与 有 丝 分 裂 细 胞 周期 的 最 大 不 同 发 生 在 染色 体 分 离 阶段 。 有 丝 分 裂 仅 有 一 
轮 染 色 体 分 离 ， 而 减 数 分 裂 中 的 染色 体 经 过 两 轮 分 离 ， 称 作 减 数 分 裂 工 期 和 开 期 。 与 有 
丝 分 裂 相 同 ， 每 一 轮 染 色 体 分 离 都 包括 前 期 、 中 期 和 后 期 。 减 数 分 裂 I 的 中 期 也 叫做 中 
期 Imeiosis 工 )， 此 时 同 源 染 色 体 与 微 管 纺锤 体 相 反 的 两 极 结合 。 这 一 结合 由 动 粒 介 
村 。 由 于 每 个 姐妹 染色 单 体 对 的 两 个 动 粒 都 结合 到 微 管 纺锤 体 的 同一 极 ， 这 个 相互 作用 
馈 称 为 单价 联 会 (monovalent attachment) (与 有 丝 分 裂 的 二 价 联 会 相反 ， 有 丝 分 裂 中 
每 个 姐妹 染色 单 体 对 的 两 个 动 粒 是 结合 到 纺锤 体 相反 的 两 极 上 的 )。 如 同 在 有 丝 分 裂 中 
一 样 ， 配 对 的 同 源 染 色 体 最 初 能 抵抗 纺锤 体 所 施加 的 将 它们 拉 开 的 拉 张 力 。 在 减 数 分 裂 
I 期 时 ， 此 过 程 是 通过 同 源 染 色 体 间 的 物理 连接 或 者 重组 所 诱发 的 染色 体 交 换 所 介 导 。 
证 姐妹 染色 单 体 辟 上 的 灰 附 力也 可 提供 这 种 抵抗 力 。 当 这 种 黏附 力 在 后 期 1 消失 后 ， 同 | 
源 染 色 体 相互 释放 并 分 离 到 细胞 相反 的 两 极 。 重 要 的 是 ， 姐 妹 染 色 单 体 的 着 丝 粒 附近 间 
的 医 附 力 仍 然 存在 ， 使 姐妹 染色 单 体 仍 保持 配对 状态 。 

减 数 分 裂 的 第 二 轮 分 离 ， 即 减 数 分 裂 开 期 (meiosis M), 与 有丝分裂 非常 相似 ， 主 
要 的 不 同 是 这 毗 分 离 之 前 没有 DNA 的 复制 。 相 反 ， 纺 锤 体 已 形成 且 与 两 个 新 分 离 的 姐 
妹 染 色 单 体 对 相连 。 与 有 丝 分 裂 相同 ， 中 期 (metaphase M) 时 的 纺锤 丝 以 二 价 联 会 
方式 结合 到 姐妹 染色 单 体 对 的 两 个 动 粒 上 。 在 减 数 分 裂 工 后 仍 维持 在 着 丝 粒 附近 的 黏附 


7-16 ” 减 数 分 裂 。 减 数 分 裂 与 有 丝 分 裂 相 
似 ， 也 能 分 成 不 连续 的 阶段 。DNA 复制 后 ， 
同 源 姐妹 染色 单 体 相互 配对 ， 形 成 4 条 相关 
的 染色 体 。 为 简便 起 见 ， 仅 用 一 个 染色 体 描 
述 分 离 过 程 ， 蓝 色 和 黄色 拷贝 代表 分 别 来 自 
父母 。 在 配对 过 程 中 ,来自 不 同 姐妹 染色 质 
的 染色 单 体 发 生 重 组 ， 在 同 源 染 色 体 间 形 成 
一 种 称 为 交 又 的 连接 。 中 期 1 期间， 每 个 姐 
妹 染 色 单 体 对 的 两 个 动 粒 与 减 数 分 裂 纺 锤 体 
的 一 极 结合 。 同 源 的 姐妹 染色 单 体 的 动 粒 与 
相反 的 两 极 结合 形成 的 拉 张 力 ， 被 同 源 染 色 
体 间 的 连接 力 所 抵 抗 。 进 入 后 期 [， 两 个 过 程 
共同 导致 同 源 染色 体 间 的 相互 分 离 ， 即 作用 
于 染色 体 臂 的 染色 单 体 黏附 力 的 消失 和 同 源 
染色 体 间 交叉 的 解 离 。 共 同 作 用 使 两 者 同 源 
染色 体 相互 分 离 。 姐 妹 染 色 单 体 通过 着 丝 粒 
附近 的 黏附 力 仍然 结合 在 一 起 。 减 数 分 裂 [ 
期 与 有 丝 分裂 非 常 相似 。 在 减 数 中 期 本， 两 
个 减 数 分 裂 纺锤 体形 成 。 与 有 丝 分 裂 中 期 相 
同 ， 每 个 姐妹 染色 单 体 对 的 动 粒 与 减 数 分 裂 
纺锤 体 的 相反 两 极 结合 。 在 后 期 ， 姐 妹 染 
αμ λα 
相 孔 分离。 分 离 后 的 4 套 染 色 体 包装 到 细胞 
核 内 并 分 离 成 4 个 细胞 ， 形 成 4 个 孢子 或 配 
Ff. WAR DNA 分 子 以 双 链 形式 存在 。( 来 
源 :Murray A. and Hunt T. 1993. The cell cy- 
cle: The introduction, Fig. 10. 2 Copyright© 
1993 by Oxford University Press, Inc. 经 Ox- 
ford University Press, Inc. 许可 ) 
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力 是 抵抗 纺锤 体 拉力 的 关键 因素 。 当 这 种 黏附 力 消除 后 ， 后 期 开 (anaphase []) 开始 。 
此 时 的 细胞 中 有 4 套 染 色 体 ， 每 套 只 包含 每 条 染色 体 的 一 个 拷贝 。 每 套 染 色 体 外 周 形成 
一 个 细胞 核 ， 然 后 胞 质 分 离 ， 形 成 4 个 单 倍 体 细 胞 。 这 些 细 胞 可 通过 交配 形成 新 的 二 倍 
体 细胞 。 


在 显微镜 下 可 观察 到 不 同时 期 的 染色 体 结构 


长 期 以 来 ， 显 微 镜 就 用 来 观察 染色 体 的 结构 和 功能 。 事 实 上 ， 在 了 解 染 色 体 是 细胞 
中 遗传 信息 的 载体 很 久之 前 ， 对 细胞 分 裂 过 程 中 染色 体 的 运动 和 变化 就 有 了 较 深 入 的 研 
究 。 用 人 简单 的 光学 显微镜 就 可 以 容易 地 观察 到 凝聚 状态 下 的 有 丝 分 裂 或 减 数 分 裂 染 色 
体 。 凝 聚 染 色 体 的 显微镜 分 析 还 常 被 用 于 鉴定 人 类 细胞 的 染色 体 构成 ， 以 检测 是 否 存在 
如 染色 体 缺 失 等 染色 体 异 常 ， 或 者 某 一 个 染色 体 的 拷贝 过 少 或 过 多 的 个 体 。 

处 于 非 有 丝 分 裂 期 〈 即 间 期 ) 的 染色 体 DNA 凝聚 程度 较 低 (图 7-17a) 。 在 电子 显 
敏 错 下 可 以 观察 到 两 种 状态 的 染色 质 : 直径 为 30nm 的 纤 丝 和 直径 为 10nm HAH (图 
7-17b), 30nm 的 纤 丝 是 染色 质 较 紧密 的 结构 ， 通 常 折 双 成 大 环 从 蛋白 核 或 骨架 中 伸 出 ; 
相反 ，10nm 的 纤 丝 是 染色 质 较 松散 的 形式 ， 通 常 组 装 成 一 串 串 有 规则 的 “念珠 ”， 而 
这 些 珠子 驶 是 核 小 体 这 些 蛋 白质 -DNA 结构 体 在 染色 体 结构 和 功能 的 调控 。 我 们 首先 着 
重 讲 述 核 小 体 的 特点 ， 包 括 核 小 体 是 怎样 形成 的 ， 然 后 描述 依赖 于 核 小 体 的 结构 是 怎样 
对 核 DNA 的 易 接 近 性 进行 控制 的 。 


a 


10nm 纤 丝 leit 
图 7-17 电子 显微镜 下 观察 到 的 染色 质 结构 。a. M 期 和 间 期 DNA 的 电子 显 微 照 片 显示 了 染色 质 的 结构 变化 。 
b. 间 期 细胞 中 不 同形 式 的 染色 质 的 电子 显 微 照片 显示 了 30nm 和 10nm 的 染色 质 纤 丝 (念珠 状 )。( 来 源 : 
a. Alberts B. et al. 2002. Molecular biology of the cell, 4th edition. Figs 4-21 和 4-23,Garland Science/Taylor & 
Francis LLC@V. Foe. ) 


核 小 体 。 159 。 


核 小 体 


核 小 体 是 染色 体 的 结构 单位 


在 真 核 细胞 中 大 多 数 DNA 被 包装 、 核 小 体 。 核 小 体 由 8 个 组 蛋白 所 形成 的 核心 组 
WM, DNA 缠绕 在 组 蛋白 核心 上 。 每 个 核 小 体 之 间 的 DNA (“念珠 ”上 的 “ 线 ”) 叫做 连 
接 DNA (linker DNA)。DNA 通过 包装 
进 核 小 体 ， 被 压缩 了 大 约 6 倍 ， 但 这 远 
不 及 在 真 核 细 胞 中 观察 到 的 压缩 1000 一 
10 000 倍 的 DNA。 然 而 ， 这 种 DNA 的 --- Ν ΜΗ 
缩 是 至 关 重要 的 。 AAA & 

与 核 小 体 结合 最 紧密 的 DNA 叫做 核 Se’ oe 4 
ty DNA (core DNA)， 它 像 线 缠绕 线 轴 
一 样 盘 统 组 蛋白 八 聚 体 约 1.65 [8 (图 7- 
18) 。 通 过 核酸 酶 处 理 能 确定 每 个 核 小 体 
EDNA 的 长 度 ( 框 7-1)。 在 所 有 的 真 核 
细胞 中 ， 长 度 约 147bp 的 核心 DNA 是 核 
小 体 一 个 不 变 的 特征 。 相 反 ， 核 小 体 之 
则 的 连接 DNA 的 长 度 是 可 变 的 。 这 个 距 
离 一 般 是 20 一 60bp， 并 且 每 个 真 核 生 物 
有 各 目 特 征 性 的 连接 DNA 的 平均 长 度 
( 表 7-4) 。 连 接 DNA 平均 长 度 的 不 同 可 
能 是 因为 不 同 生物 由 核 小 体 DNA 形成 的 
更 复杂 结构 的 特点 不 同 ， 而 不 仅仅 是 核 
小 体 目 身 的 不 同 (参见 染色 体高 级 结构 
部 分 ) ο 

ο. ο... 图 7-18 DNA 包装 成 核 小 体 。a. 核 小 体 包 装 和 组 织 的 示 
rarer -i aaah .͵ 意图 。b. 一 个 核 小 体 的 晶体 结构 显示 了 DNA 盘 绕 在 组 蛋 
= a 一 白 核 上 。H2A、H2B、H3 和 H4 分 别 用 红色 、 黄 色 、 紫 
位 点 尽管 未 与 核 小 体 结 合 ， 但 通常 参与 色 和 绿色 表示 。 注 意 在 随后 的 图 中 不 同 的 组 蛋白 都 用 相同 
调控 或 参与 这 些 过 程 的 非 组 蛋白 结合 。 的 颜色 表示 。 (Luger K. et al. 1997. Nature 389; 251- 
我 们 将 在 随后 的 第 17 音 讨 论 从 DNA 上 260.) 镜像 图 用 MolScript 和 Raster3D 制作 。 
去 除 核 小 体 并 维持 此 DNA 区 域 在 无 核 小 
体 状 态 下 的 机 制 。 


a 


核心 DNA 
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(20~60bp) = 


artes 
Fà . 


«160. 第 7 章 基因 组 结构 、 染 色 体 、 染 色 质 和 核 小 体 


表 7-4 各 种 生物 体 中 连接 DNA 的 平均 长 度 
-上 ο. 


物种 核 小 体重 复 长 度 /bp 连接 DNA 的 平均 长 度 /bp 
ΠΕ 160~165 13~18 
海胆 (精子) 约 260 约 110 
打量 约 180 约 33 
人 类 185~200 38~53 


St ee 


核 小 体 161. 
ee ωμά... πο. 

任何 细胞 中 都 含有 没有 包装 成 的 长 DNA， 一 般 来 说 ， 它们 参与 基因 表达 、 复 制 
或 重组 等 功能 。 尽 管 这 些 长 DNA 没有 核 小 体 的 结合 ， 但 这 些 结合 位 置 在 执行 这 些 功 
能 时 通常 都 与 非 组 蛋白 相关 ， 这 些 非 组 蛋白 要 么 调控 要 么 参与 这 些 功能 。 我 们 将 在 
第 17 章 中 讨论 核 小 体 从 DNA 上 的 移 除 机 制 以 及 这 些 DNA 是 如 何 保 持 无 核 小 体 状 


态 的 。 
组 恒 日 是 带 正 电荷 的 小 分 子 蛋 白质 


组 集 日 是 目前 所 知 与 真 核 DNA 相关 的 丰 度 最 高 的 蛋白 质 。 真 核 细胞 一 般 包 括 5 种 
HEHA: H1, ΗΖΛ. H2B, H3 和 H4。 组 蛋白 H2A、H2B、H3 和 H4 是 核心 组 蛋白 
(core histone) 两 个 拷贝 的 这 几 种 组 蛋白 形成 核 小 体 的 蛋白 核 ， 核 小 体 DNA ARRE. 
HEA Hl 不 是 核 小 体 核心 颗粒 的 一 部 分 。 相 反 ， 它 与 连接 DNA 结合 ， WERK με FRH 
EHA (linker histone), 4 种 核心 组 蛋白 在 细胞 中 以 同等 的 数量 存在 ， 而 Hl 仅 有 其 他 组 
集 日 丰 度 的 一 半 。 这 与 每 个 核 小 体 〈 含 每 个 核心 组 蛋白 的 两 个 拷贝 ) 与 ΠῚ 一 一 对 应 的 

组 焦 日 与 带 负 电荷 的 DNA 分 子 紧密 结合 。 与 此 一 致 的 是 ， 组 蛋白 中 市 正 电荷 的 氮 
基 酸 的 含量 很 高 ( 表 7-5) 。 各 种 组 蛋白 中 有 超过 20% 的 氨基 酸 残 基 是 赖 氨 酸 或 精 氨 酸 。 
核心 组 蛋白 是 相对 较 小 的 蛋白 质 ， 分 子 质量 一 般 为 11~15kDa， 组 蛋白 ΗΙ AK. FT 
量 约 为 20kDa。 

表 7-5 组 蛋白 的 一 般 特征 
组 蛋白 类 型 组 蛋白 分 子 质量 /Da 种 须 酸 及 精 氨 酸 的 百 分 含量 /%% 
核心 组 蛋白 H2A 14 000 20 
H2B 13 900 22 
H3 15 400 23 
H4 11 400 24 

连接 组 蛋白 H1 20 800 32 
eee 

核 小 体 的 蛋白 核 是 一 个 圆 盘 状 的 结构 ， 只 有 当 DNA 仓 在 时 才 组 装 成 一 种 有 序 的 结 
Ho RA DNA 时 ， 核 心 组 蛋白 在 溶液 中 形成 中 间 组 装 体 。 在 每 种 核心 组 蛋白 中 都 存在 
一 个 保守 区 域 ， PRA ΘΗ ΒΕ AT BM (histone-fold domain) ， 调 节 这 些 组 蛋白 中 间 体 的 组 
ἃς (Kl 7-19)。 组 蛋白 折 友 由 3 个 a 螺旋 组 成 ， 蝶 旋 间 由 两 个 短 的 无 规则 的 环 所 隔 开 。 
组 集 日 折 和 县 调节 头 尾 相连 的 专 一 配对 的 组 蛋白 异 源 二 聚 体 的 形成 。 组 蛋白 H3 和 H4 首 
乞 形 成 异 源 二 聚 体 ， 然 后 两 个 二 聚 体形 成 一 个 四 聚 体 ， 含 有 两 个 分 子 的 H3 和 H4。 相 
A, H2A 和 H2B 在 溶液 中 形成 异 源 二 聚 体 而 不 是 四 聚 体 . 

一 个 核 小 体 的 组 装 涉及 这 些 结构 单位 与 DNA 有 序 地 结合 (图 7-20) 。 首先 ，H3， 
H4 WRG DNA 结合 ;然后 两 个 H2A + H2B 二 聚 体 结合 到 Ἡ3 « H4-DNA 复合 体 ， 
形成 最 后 的 核 小 体 (图 7-18) 。 我 们 将 在 本 章 的 后 面部 分 讨论 组 装 过 程 在 什么 时 候 、 如 
何在 细胞 中 完成 的 。 
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7-19 核心 组 蛋白 具有 共同 的 折 和 又 结构。a. 图 中 4 种 组 蛋 白 显示 为 线性 分 子 。 形 成 螺旋 的 组 
蛋白 折 和 三 域 以 圆柱 表示 ， 注 意 每 个 组 蛋白 都 有 结构 上 特异 的 相 邻 区 域 ， 其 中 包括 其 他 的 α 螺旋 
X. b. 两 个 组 蛋白 (H2A 和 H2B) 的 螺旋 区 结合 形成 一 个 二 聚 体 。H3 和 H4 也 用 相似 的 方式 形 
W H3: «ΗΛ»; PUA, (Alberts B. et αἰ. 2002. Molecular biology of the cell, 4th edition, p. 209, 
Fig. 4-26. ©Garland Science Taylor & Francis. LLC. ) 


EMA DAVE AAT ON mit, RÄ “EB”, RRA AE RATE a 
ΜΙ, MASCARA PH RUA Ko. FARR SEA CHES — PE it EA Rr 
正 电荷 的 氨基 酸 ) Seb SK MAS HE aT Be UE PE. HERE A Pa Ach EAMA RE E ΜῊ 
ERAGADBALY Nine, (NEDA eR NAR Ae (K 1-21). AA 
SAMA a DNA 仍然 与 核 小 体 紧 密 结 合 ， 所 以 骏 露 的 N fine XT DNA SARH 
八 聚 体 的 结合 是 不 必要 的 。 然 而 ， 尾 巴 上 有 许多 高 度 修 饰 化 的 位 点 ， 可 以 改变 这 些 核 小 
体 的 功能 。 这 些 修饰 包括 丝氨酸 、 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 残 基 上 的 克 酸 化 、 乙 酰 化 和 甲 基 化 。 
我 们 将 在 讨论 核 小 体 功能 之 后 ， 再 讨论 组 蛋 昌 尾 修饰 的 作用 。 现 在 ,我 们 讨论 核 小 体 的 
详细 结构 。 


核 小 体 的 原子 结构 


核 小 体 核 心 颗粒 〈 图 7-18b，147bp 的 DNA 加 上 一 个 完整 的 组 蛋 日 八 聚 体 ) 高 分 
辨 率 的 三 维 结构 为 我 们 揭示 了 核 小 体 是 如 何 行使 功能 的 。 核 小 体 对 DNA 的 高 度 亲 和 
HE, DNA 结合 到 核 小 体 上 时 发 生 的 扭曲 和 DNA 序列 的 非特 异性 这 些 现象 ， 都 可 用 此 
组 蛋白 与 DNA 相互 作用 的 结构 来 解释 。 这 个 结构 也 凸显 了 NN BA REA. i 
后 ， 此 DNA 与 组 蛋白 八 聚 体 相 互 作用 的 结构 揭示 了 核 小 体 的 动态 特征 和 核 小 体 组 冯 的 
过 程 。 在 接 下 来 的 几 部 分 中 我 们 将 讨论 核 小 体 的 每 一 个 特性 。 


图 7-20 核 小 体 的 组 装 。H3,， H4, 四 
聚 体 的 形成 启动 核 小 体 的 组 装 ， 四 聚 体 
然后 与 双 链 DNA 结合 。 结 合 到 DNA 上 
的 H32, H4: 四 聚 体 再 与 两 个 拷贝 的 
H2A + H2B 二 聚 体 结合 ， 完 成 核 小 体 的 
组 装 。( 来 源 : Alberts Β, et αἱ. 2002. Mo- 
lecular biology of the cell, 4th edition, 
p. 210, Fig. 4-27. Garland Science/Taylor 
& Francis LLC@J. Waterborg. ) 
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核 小 体 中 DNA 的 组 蛋白 结合 区 


尽管 核 小 体 不 是 完全 对 称 的 ， 但 是 有 大 致 的 二 
重 轴 对 称 ， 叫 做 二 价 轴 (dyad axis)。 如 果 将 圆 盘 
状 的 组 蛋 昌 八 聚 体 的 表面 视 作 时 钟 ， 将 147bp 的 
DNA 的 中 点 定 在 12 点 钟 的 位 置 〈 图 7-22)， 就 可 
以 看 到 这 种 对 称 性 ， 而 DNA 的 末端 靠近 于 11 点 
和 1 点 钟 的 位 置 。 从 12 点 到 6 点 通过 圆 盘 的 中 心 
团 一 条 线 ， 定 义 为 二 价 轴 。 绕 着 这 个 轴 将 核 小 体 旋 
ης 180 ， 可 以 看 到 一 个 和 旋转 前 几乎 相同 的 外 观 。 
ZR 18 Ba 7-1) 

H3 + H4 WRM H2A « Η2Β 二 聚 体 分 别 与 
核 小 体 中 特定 的 DNA 区 段 相 互 作用 (图 7-23). 
H3。 H4 DURA HY 4B EA Te KS 147bp DNA 中 
AJAY 60bp 相互 作用 。H3 的 N 端 区 域 最 接近 组 蛋 
日 折 针 区 ， 形 成 第 4 个 a 螺旋， 与 结合 的 DNA 两 


图 7-21 核心 组 蛋白 的 Ν 端 尾 易 受 到 蛋白 栈 TAR MGA 13bp 片段 相互 作用 (这 个 区 域 与 前 述 的 
的 作用 。 用 有 限 的 可 以 在 碱 性 氨基 酸 之 后 切 无 结构 的 H3N 端 尾 是 有 区 别 的 )。 如 果 我 们 将 核 
开 的 蛋白 酶 如 胰 蛋 白 酶 ) 处 理 核 小 体 , 能 小 体 绘 成 上 述 的 时 钟 ，H3 。H4 四 聚 体 构成 组 蛋白 
专 一 地 去 除 N 端 尾 巴 而 保留 完整 的 组 蛋白 核 。 八 聚 体 的 上 半 部 分 。 重 要 的 是 ， 组 蛋白 H3 H4 


图 7-22 核 小 体 有 一 个 大 致 的 二 重 轴 对 称 。 


四 肾 体 在 核 小 体 中 占据 着 关键 的 位 置 ， 分别 与 


a. 三 维 结构 ; b 核 小 体 “ 钟 面 ”示意 图 。 从 3 个 方向 显示 核 小 体 的 


结构 。 每 个 方向 都 是 绕 图 7-22b 中 所 示 的 12 点 到 6 点 的 轴线 旋转 90" 所 得 。 Ca. Luger K. ,et al. 1997. Nature 
389:251-260. ) 镜 像 图 用 BobScript、IMolScript 和 Raster 3D 制作 。 


核 小 体 165 。 


DNA 的 中 部 和 两 端 结合 (图 7-23a 的 标 为 青绿 色 的 DNA) 。 两 个 H2A. Η2Β 二 聚 体 分 
别 与 结合 着 H3 和 H4 的 中 间 60bp 两 侧 大 约 各 30bp 的 DNA 结合 。 我 们 再 次 用 时 钟 作 
比喻 ， 与 H2A。H2B 二 聚 体 结合 的 DNA 定位 于 核 小 体 圆 盘 的 大 约 5 一 9 点 钟 的 位 置 。 
两 个 H2A，。H2B 二 聚 体 构成 组 蛋白 八 聚 体 的 底 端 部 分 ， 从 DNA 的 末端 穿 过 圆 盘 (图 
7-23b Pi AR A DNA). 


图 7-23 ”组 蛋白 和 核 小 体 DNA 的 相互 作用 。a. H3. Η4 与 DNA 的 中 部 和 末端 结合 “〈 用 青 
绿色 表示 )。b. H2A + H2B 二 聚 体 与 核 小 体 一 侧 DNA 的 30bp 结合 。 与 H2A « H2B — ΒΚ 
体 结合 的 DNA 用 橙色 表示 。 (Luger K. ,et al. 1997. Nature 389:251-260. ) 镜 像 图 用 Bob- 
Script, MolScript 和 Raster 3D 制作 。 


H3 + H4 WR DNA 之 间 广 泛 .. 

的 相互 作用 有 助 于 解释 核 小 体 的 有 序 组 κ 
ἃς (图 7-24)。H3。H4 WAS DNA 

的 中 部 和 末端 结合 ， 造 成 DNA 高 度 弯 
曲 和 固定 ， 使 得 DNA 与 H2A. H2B 一 

聚 体 的 结合 相对 容易 。 与 此 相反 ，DNA 

与 H2A + H2B 二 聚 体 相 对 较 短 的 结合 

长 度 ， 不 足以 造成 DNA 与 H3。H4 四 
聚 体 的 结合 。 


许多 不 依赖 于 DNA 序列 的 接触 介 
村 核心 组 蛋白 与 DNA 间 的 相互 


作用 
图 7-24 缺少 H2A 和 H2B 的 核 小 体 。 在 这 个 图 中 组 蛋白 
Ἢ 5855 AK “AE DNA 相互 作用 HAm HOB ae A ese eR. MART Oe ΕΗ; 


的 进一步 观察 揭示 出 核 小 体内 的 DNA 小 体 组 装 过 程 中 的 DNA . H32 。H42 γη ΒΚ {k fey 3 A 
结合 和 弯曲 的 结构 基础 。 每 次 DNA 的 (图 7-20)。 (Luger K. ,et al. 1997. Nature 389. 251-260. ) 镜 
小 沟 面 对 组 蛋白 八 聚 体 时 可 发 现 一 个 接 像 图 用 BobScript, MolScript 和 Raster 3D 制作 。 

触 位 点 ， 共 发 现 了 14 个 不 同 的 位 点 (E 7-25), DNA 与 核 小 体 之 间 的 这 种 联系 是 通过 
组 集 日 和 DNA 间 大 量 的 氧 键 ( 约 40 个 ) 所 介 导 的 。 这 些 氢 键 大 多 位 于 蛋白 质 和 DNA 
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小 沟 附 近 磷 酸 二 酯 骨架 上 的 氧 原子 之 间 ， 只 有 7 个 氢 键 位 于 蛋白 质 侧 链 和 DNA 小 沟 的 
碱 基 之 间 ， 所 有 这 些 氢 键 都 在 DNA 的 小 沟 里 。 


图 7-25 AAS DNA 间 的 接触 位 点 。 为 了 清楚 起 见 ， 图 中 只 显示 了 DNA 与 一 个 H3 。H4 二 聚 体 的 相 
互 作 用 。 参 与 组 蛋白 与 DNA 相互 作用 的 部 分 亚 基 用 红色 表示 。 注意 这 些 区 域 聚 集 在 DNA 的 小 沟 处 。 
(Luger. 1997. Nature 389; 251-260.) 镜像 图 用 BobScript, MolScript 和 Raster 3D 制作 。 


PE SUE PAAR (一 个 典型 的 识别 特异 序列 的 DNA 结合 蛋白 质 仅 有 20 553 
ΒΕΠ DNA 作用 ) 提供 使 DNA 弯曲 的 驱动 力 。 高 度 碱 性 的 组 蛋白 通过 屏蔽 具 抵抗 DNA 
荨 曲 作用 的 磷酸 基 团 的 负电 荷 而 将 DNA 弯曲 。 只 有 DNA 弯曲 使 弯曲 区 内 部 的 磷酸 其 
团 变 为 不 适宜 的 邻近 状态 。 组 蛋白 的 高 碱 性 特点 还 有 助 于 两 个 相 邻 DNA ΜΕΙΩΣΗ 
邻 ， 这 种 毗邻 对 于 DNA 在 组 蛋白 八 聚 体 上 多 次 缠绕 是 必要 的 ， 

组 焦 日 与 DNA 间 的 所 有 接触 位 点 都 与 DNA 的 小 沟 或 磷酸 骨架 相关 。 这 个 发 现 与 
组 焦 日 八 聚 体 与 DNA 结合 的 非 序列 特异 性 的 事实 相 一 致 。 无 论 是 DNA 的 小 沟 ， 还 是 
BERT RADA eS ARTEMIS. MEA, ZEA DNA 小 沟 中 的 碱 基 所 形成 的 7 个 
AEP, BRA ARIK G: CHA: TRENUTE (第 6 章 ， 图 6-10) 


4 ἘΚ ΗΠ N 端 尾 可 稳定 盘 绕 在 八 聚 体 上 的 DNA 


核 小 体 的 结构 也 能 使 我 们 对 组 蛋白 Ν 端 尾巴 的 情况 有 所 了 解 。4 个 HB 和 H3 的 
尾巴 从 两 个 DNA 螺旋 间 伸 出 。 它 们 伸 出 的 路 径 由 两 个 相 邻 的 小 沟 形成 ， 在 两 个 DNA 
蝶 旋 之 间 形 成 了 一 个 仅 容 一 条 多 肽 链 的 缝隙 (图 7-26a) 。 值 得 注意 的 是 ， 绕 着 组 蛋白 八 
聚 体 圆 盘 所 伸 出 的 H2B 和 H3 尾巴 之 间 的 距离 大 致 相等 (H3 尾巴 在 大 约 1 点 和 11 点 
处 伸 出 ，H2B 尾巴 在 大 约 4 点 和 8 点 处 伸 出 )。H4 和 H2A 氨基 端 尾巴 不 是 从 两 个 
DNA 蝶 旋 之 间 伸 出 , :而 是 从 DNA 螺旋 的 “上 面 ” 或“ 下面” 伸 出 来 的 (图 7-26a). 
H4 尾巴 位 于 核 小 体 表面 的 3 点 和 9 点 处 ，H2A 尾巴 位 于 5 点 和 7 点 处 (图 7-26b)。 从 
DNA 虹 旋 之 间或 两 侧 伸 出 的 组 蛋白 尾巴 ， 其 作用 类 似 于 一 个 螺丝 上 的 凹 槽 ， 指 导 DNA 
以 顽 手 方式 盘 绕 于 组 蛋白 八 聚 体 的 圆 盘 上 。 正 如 我 们 在 第 6 章 中 所 讨论 的 一 样 ，DNA 
以 左手 方式 缠绕 使 DNA 形成 负 的 超 螺旋 。 组 蛋白 尾巴 上 最 接近 组 蛋白 圆 盘 的 部 分 〈 不 
会 被 重 日 酶 降解 ) 当 有 DNA 穿 过 时 ， 也 可 在 组 蛋白 和 DNA 之 间 形 成 许多 和 氢 键 . 


ΗΝ 


图 7-26 组 蛋白 尾巴 从 核 小 体 核心 的 特定 位 置 伸 出 。a. 这 个 侧面 图 展示 了 从 两 个 DNA 螺旋 间 伸 出 的 H2B 和 H3 

尾巴 ， 相 反 ，H4 和 H2A 尾巴 从 两 个 DNA 螺旋 的 上 面 或 下 面 伸 出 。(Luger K. et al. 1997. Nature 389-251-260. AR 
意图 用 GRASP 绘制 .b. 图 中 所 示 为 组 蛋白 尾巴 相对 于 DNA 进出 的 位 置 ,组 蛋白 尾巴 可 在 DNA 的 很 多 相应 位 置 上 
伸 出 。(Davey C. A. et αἰ. 2002. J. Mol. Biol. 319.1097-1113. ) 镜 像 图 用 BobScript,MolScript 和 Raster 3D 制作 。 


乱 统 组 蛋白 核心 的 DNA 呈 负 超 螺旋 特性 


和 住 共 价 闭环 DNA 模板 上 每 加 一 个 核 小 体 ， 就 能 使 相应 DNA 的 连环 数 (linking 
number) 改变 约 1. 2。 由 于 DNA 维持 松弛 状态 主要 依赖 拓扑 异 构 酶 (topoisomeras- 
es)， 所 以 如 有 果 将 核 小 体 和 DNA 分 离 ， 被 包装 成 核 小 体 的 DNA 将 形成 负 超 螺旋 。 因 此 
核 小 体 可 以 被 看 成 是 维持 或 者 稳定 负 超 螺旋 的 结构 。 细 胞 为 什么 要 保持 这 样 一 个 负 超 螺 
旋 的 储 库 呢 ?已 有 很 多 例子 说 明 该 储 库 对 细胞 内 DNA 进行 解 链 具 有 重要 的 促进 作用 ， 
如 DNA 复制 的 超 始 ， 转 录 和 重组 。 更 重要 的 是 ，DNA 的 负 超 螺旋 有 利于 DNA 的 解 旋 
( 见 图 6-17)。 因 此 ， 核 小 体 移 除 不 仅 增加 了 DNA 的 可 接近 性 ， 还 有 利于 附近 DNA 序 
列 的 解 旋 〈 框 7-2)。 

如 采 核 小 体 在 真 核 生物 细胞 中 具有 储存 负 超 螺旋 的 功能 ， 那 么 是 什么 在 原核 生物 中 
起 相应 作用 呢 ? 答案 是 多 数 原核 生物 的 整个 基因 组 都 保持 在 负 超 螺旋 状态 。 这 种 作用 是 
由 一 种 称 作 促 旋 酶 (gyrase〉 的 特殊 的 拓扑 异 构 酶 通过 减少 连环 数 来 增加 人 负 超 螺旋 的 方 
法 来 实验 的 。 例 如 ， 在 E. coli 细胞 中 ， 促 旋 酶 的 作用 结果 是 使 整个 基因 组 具有 大 约 平 
均一 0. 07 的 超 螺 旋 密度 。 把 负 超 螺旋 导入 松弛 DNA 是 一 种 需 能 反应 ， 因 此 ， 促 旋 酶 只 
有 在 ATP 存在 的 情况 下 才能 把 负 超 螺旋 导入 DNA 中 。 在 缺少 ATP 的 情况 下 ， 促 旋 酶 
仅 能 使 DNA 松弛 例如， 减少 正 超 螺旋 DNA 的 连环 数 ) 。 

并 不 是 所 有 的 细菌 都 需要 将 它们 的 DNA 保持 在 负 超 螺旋 状态 。 适 宜 在 极 高 温度 条 
件 下 生长 的 细菌 必须 消耗 额外 的 能 量 防止 DNA 由 于 热 变 性 而 解 旋 。 这 些 生 物 有 一 种 不 
同 的 拓扑 异 构 酶 ， 称 作 反 促 旋 酶 (reverse gyrase), Æ ΑΤΡ 存在 的 情况 下 ， 反 促 旋 酶 
可 以 增加 松弛 DNA 的 连环 数 。 热 变性 通常 会 导致 基因 组 的 很 多 区 域 被 解 旋 ， 反 促 旋 酶 
通过 维持 基因 组 的 正 超 螺旋 结构 逆转 热 变性 的 效果 。 


Xf Ye 


5 Ἀν ἕπτ ΗΕ ΒΚ 4’ ΤΗ 


ο 


岗 染 色 体 的 结构 并 不 是 一 致 的 
染色 质 


ο 


人 


ον 


6 
ἐν 
5 


发 


小 体 


A 


΄ 


因 组 结构 、 染 色 体 、 染 色 质 和 


7 


κ 


染色 质 的 高 级 


Fr RE I foe REM 


科学 家 就 


察 开始 ， 
为 两 个 


光学 显微镜 早期 观 
将 


目 利 用 
色 体 的 早期 研 


: 异 染 色 质 和 


部 分 


染色 体 区 域 分 


N 
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染料 染 成 深 色 、 具 有 更 为 紧密 的 形态 , 而 常 染色 质 则 具有 相反 的 特征 : 染色 浅 而 具有 相 
对 伸展 的 结构 。 随 着 分 子 生物 学 对 基因 和 基因 表达 了 解 的 深入 ， 发 现 染 色 体 的 异 染 色 质 
区 域 的 基因 表达 量 非常 有 限 ， 而 常 染色 质 情 区 域 的 基因 表达 量 较 高 。 这 一 发 现 提 示 染 色 
体 的 这 两 种 不 同 染 色 质 的 结构 与 基因 表达 的 总 体 水 平 有 所 关联 。 

尽 省 异 染色 质 区 域 显示 基因 表达 很 少 ,但 这 并 不 意味 这 些 区 域 不 重要 。 正 如 我 们 在 
讨论 基因 表达 时 将 学 到 的 ， 关 闭 一 个 基因 与 启动 一 个 基因 可 以 说 是 同等 重要 的 。 再 则 ， 
弄 染 色 质 与 包括 端 粒 和 着 丝 粒 在 内 的 特定 染色 体 区 域 相 关 ， 对 这 两 个 染色 体 关键 组 分 的 
功能 非常 重要 。 

经 过 右 十 年 的 研究 ， 研 究 人 员 已 对 异 染色 质 和 常 染 色 质 结构 有 了 分 子 水 平 上 更 加 完 
整 的 理解 。 现 在 已 清楚 ， 这 两 种 染色 质 中 的 DNA 都 被 组 装 进 核 小 体 中 。 异 染色 质 结 构 
和 常 染色 质 结构 的 不 同 在 于 位 于 这 两 个 不 同 染 色 体 区 域 的 核 小 体 是 如 何 被 (或 不 被 ) 组 
疼 进 更 大 的 组 件 之 中 。 现 在 也 很 清楚 ， 异 染色 质 区 由 组 装 进 高 级 结构 的 核 小 体 DNA 组 
成 ， 并 因此 形成 了 基因 表达 的 障碍 。 相 反 ， 常 染色 质 区 的 核 小 体 的 组 织 程度 要 低 得 多 。 
在 下 面 的 章节 中 ， 我 们 将 讨论 核 小 体 是 如 何 被 组 装 进 高 级 结构 的 。 


组 蛋白 ΗΙ 与 核 小 体 之 间 的 连接 DNA 结合 


一 旦 核 小 体形 成 ，DNA 包装 的 下 一 步 就 是 和 组 蛋白 Hl 的 结合 。 与 核心 组 蛋白 相 
似 ，H1 是 一 种 小 的 、 带 正 电荷 的 蛋白 质 GX 7-5), H1 与 核 小 体 之 间 的 连接 DNA 的 相 
互 作用 ， 进 一 步 加 强 了 核 小 体 与 DNA 间 的 紧密 结合 ， 增 加 了 对 核 小 体 DNA 的 保护 。 
这 可 以 从 对 微 球 菌 核酸 酶 消化 的 抵抗 力 增强 所 检测 到 。 因 此 ， 除 了 核心 组 蛋白 保护 
147bp 的 DNA 之 外 ,组 蛋白 H1 与 核 小 体 的 结合 保护 了 额外 ss 
的 20bp DNA 免 于 微 球菌 核酸 酶 的 消化 。 Ce 
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组 蛋白 Hl 具有 不 同 寻常 的 特点 ， 可 与 DNA 双 螺 旋 的 两 να 
个 不 同 的 区 域 结 合 。 通 常 ， 这 两 个 区 域 是 与 核 小 体 结合 的 同一 αἱ 
DNA 分 子 的 一 部 分 (图 7-27)。 相 对 于 核 小 体 而 言 ，H1 的 结 
合 位 点 是 不 对 称 的 。H1 的 一 个 结合 区 是 核 小 体 一 端的 连接 
DNA. 为 一 结合 位 点 在 与 核 小 体 结合 的 147bp DNA 的 中 间 
(在 二 价 轴 上 仅 有 的 DNA 双 螺 旋 )。 因 此 ， 上 述 的 免 于 核酸 酶 (. 
消化 的 额外 的 DNA 仅 是 核 小 体 一 侧 的 连接 DNA, H1 的 结合 SS 
使 DNA 的 两 个 区 域 紧 密 靠 近 ， 增 加 了 在 组 蛋白 八 聚 体 上 紧密 “ 

mi SEH DNA 的 长 度 。 7-27 组 蛋白 HI 结合 两 个 

H1 的 结合 使 DNA 进出 核 小 体 的 角度 更 为 固定 (图 7- DNAge, NAEH H πῃ 
28)。 通 过 电子 显微镜 可 以 观察 到 ， 这 种 效果 使 核 小 体 DNA 小 体 的 相互 作用 而 言 ， 组 蛋白 
至 现 出 独特 的 锯齿 形 外 观 。DNA 进出 的 角度 视 条 件 (包括 盐 H 分 别 与 核 小 体 一 端的 连接 
浓度 、pH 和 其 他 蛋白 质 的 存在 ) 变化 很 大 。 如 果 我 们 假设 这 ο. 
些 角度 相对 于 二 价 轴 是 约 20"， 这 将 导致 核 小 体 交 替 存 在 于 组 、。 ο... 


2A A /\ RAGE 8 AY 147bp 
EH H1 结合 的 连接 DNA 中 心 区 的 两 侧 (图 7-29) o DNA 的 中 间 ) 。 


7-28 H 的 结合 导致 核 小 体 DNA 的 进 一 ” 图 7-29 组 蛋白 HI1 使 DNA 更 紧密 的 盘 绕 于 核 小 体 。 这 两 幅 图 是 
步 凝 聚 。 这 两 幅 照 片 是 在 电子 显微镜 下 显示 。 组 蛋白 Hl 存在 或 缺失 条 件 下 DNA 盘 绕 核 小 体 情况 的 比较 。 组 
WHEA Hl 存在 (a) 或 缺失 b) 时 核 小 “蛋白 ΗΙ 能 与 每 个 核 小 体 作 用 ， 结 合 于 连接 DNA 和 核 小 体 结 合 
体 DNA。 注 意 在 组 蛋白 Hl FE, Mk DNA 中 部 的 DNA 螺旋 。 

DNA 的 凝聚 更 紧密 且 结构 更 固定 。 (来 源 : 

Thoma et al. J. Cell Biology, 83: 410, Figs 

4 & 6, © Rockefeller University Press. ) 


核 小 体 束 能 形成 更 复杂 的 结构 : 30nm 的 纤 丝 


HEH Hl 的 结合 稳定 了 染色 质 的 高 级 结构 。 在 试管 中 ， 当 盐 浓 度 增加 时 ， 组 蛋白 
H1 的 加 入 导致 核 小 体 DNA 形成 一 条 30nm 的 纤 丝 (30nm fiber)。 这 个 结构 也 能 在 体 
内 观察 到 ， 代 表 了 DNA 凝聚 的 下 一 层次 。 更 重要 的 是 ，DNA 整合 到 这 种 纤 丝 内 使 其 
不 多 被 许多 依赖 DNA 的 酶 (如 RNA 聚合 酶 ) 接近 。 

天 于 30nm 纤 丝 的 结构 ， 目 前 有 两 种 模型 。 在 螺 线 管 模 型 (solenoid model) H, 
核 小 体 DNA 形成 一 个 超 螺旋 ， 每 圈 大 约 包含 6 个 核 小 体 (图 7-18a)。 电 镜 和 XX 射线 入 
射 全 究 都 支持 这 个 结构 。 研 究 表明 ，30nm 的 纤 丝 有 一 个 大 约 11ππι 的 螺旋 斜 度 。 这 也 
征 核 小 体 圆 盘 的 大 约 直 径 ， 表 明 30nm 纤 丝 是 由 核 小 体 圆 盘 堆 秋 成 螺旋 状 所 构成 (图 
7-30a) 。 在 这 个 模型 中 ， 组 蛋白 八 聚 体 圆 盘 的 平面 间 相 互 连 接 ， 而 核 小 体 的 DNA 表面 
形成 超 螺 旋 外 部 易 接近 的 表面 。 连 接 DNA 被 埋藏 在 超 螺旋 的 中 心 ， 但 从 不 穿 过 纤 丝 
w.e MEH, 4 DNA REEL . DNA 环绕 着 中 心 轴 。 

30nm 纤 丝 的 为 一 模型 是 锯齿 模型 (图 7-30b)。 这 个 模型 的 基础 是 结合 H1 后 的 核 
小 体 呈 锯齿 状 。 在 这 种 模型 下 ，30nm ER 新 近 的 
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以 4 个 核 小 体 的 DNA 单一 分 子 的 衍射 和 对 弹簧 状 的 单一 30nm 纤 丝 的 分 析 支 持 这 个 
人 模型。 与 螺 线 管 模 型 不 同 ， 锯 齿 状 的 构象 要 求 连接 DNA 以 相对 笔直 的 方式 穿 过 纤 丝 的 
中 心 轴 (图 7-30b)。 因 此 ， 较 长 的 连接 DNA 有 利于 这 种 构象 的 形成 。 因 为 连接 DNA 
的 平均 长 度 在 不 同 物种 间 有 变化 ( 表 7-4)， 所 以 30nm 纤 丝 的 结构 并 不 总 是 相同 ， 这 两 
个 模型 也 许 都 是 对 的 。 


图 7-30 30nm 染色 质 纤 丝 的 两 种 模型 。 在 a、b 两 组 中 ,左边 为 纤 丝 的 侧面 ， 右 边 为 沿 纤 丝 的 中 心 轴 的 下 观 图 。 
a， 螺 线 管 模型 。 注 意 连接 DNA 不 穿 过 超 螺旋 的 中 心 轴 且 进出 核 小 体 的 位 点 和 侧面 相对 不 易 靠 近 。b. 锯齿 模 
型 。 在 这 种 模型 中 ， 连 接 DNA 经 常 穿 过 纤 丝 的 中 心 轴 ， 侧 面 甚至 进出 位 点 更 易 靠近 。 (来 源 : Pollard T. and 
Earnshaw W. 2002. Cell Biology, lst edition, p. 202, Fig. 13-6. © Elsevier) 


组 蛋白 Ν 端 尾巴 对 于 30nm 纤 丝 的 形成 是 必需 的 


缺少 N 端 尾 巴 的 核心 组 蛋白 不 能 形 
成 30nm 纤 丝 。 这 个 尾巴 最 可 能 的 作用 
征 通过 它 与 相 邻 核 小 体 的 相互 作用 稳定 
30nm 纤 丝 。 核 小 体 的 三 维 唱 体 结构 支持 
这 种 模型 。 核 小 体 三维 结 构 显 示 ， 在 品 
格 中 ，H2A、H3 和 H4 的 N 端 尾巴 各 
目 与 相 邻 的 核 小 体 相 互 作用 (图 7-31). 
最 近 的 研究 表明 ， 组 蛋白 H4 带 正 电 荷 
的 N 端 与 H2A 的 组 蛋白 折 又 压 的 负电 
何 压 ， 对 于 30nm 纤 丝 的 形成 特别 重要 。 : ss 
-3 H4 尾巴 相互 作用 的 ΗΖΑ 残 基 在 许多 图 7.31 组 蛋白 N 端 尾巴 稳定 30nm 纤 丝 的 推测 模型 。 在 
真 核 生 物 中 是 保守 的 ， 但 这 些 残 基 不 参 这 个 模型 中 ，30nm 纤 丝 用 锯齿 模型 表示 。 几 种 不 同 的 核 
与 DNA 的 结合 或 组 蛋白 八 聚 体 的 形成 ， 心 组 蛋白 与 尾巴 的 相互 作用 是 可 能 的 。 这 里 描绘 了 每 个 交 
一 种 可 能 性 是 H2A 的 这 些 区 域 是 保守 地 奉 的 组 蛋白 间 的 相互 作用 ， 但 这 种 相互 作用 也 能 在 相 邻 的 
介 导 核 小 体 相互 之 间 与 H4 尾巴 的 相互 ΑΠΕ. 
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作用 。 我 们 将 在 下 面 看 到 ， 在 细胞 中 组 蛋白 尾巴 经 常 是 修饰 的 靶 标 。 这 些 修 饰 可 能 影响 
30nm 纤 丝 和 其 他 核 小 体高 级 结构 的 形成 能 力 。 


DNA 的 进一步 凝聚 与 核 小 体 DNA 的 大 环 有 关 


DNA 包 衣 为 核 小 体 和 30nm 纤 丝 共同 导致 DNA 的 线性 长 度 压缩 了 大 约 40 倍 。 但 
这 种 1 一 2m 长 的 DNA 仍然 不 能 适合 大 约 10 πι 长 的 核 。 为 了 使 DNA 更 为 压缩 ， 必 须 
对 30nm 纤 丝 进行 进一步 的 折 和 至 。 尽 管 尚 不 清楚 这 种 折 丢 的 确切 结构 ， 但 是 一 个 流行 的 
模型 推测 30nm 纤 丝 形成 40~90kb 的 环 ， 在 其 根部 通过 蛋白 质 结 构 的 核 骨架 (nuclear 
scaffold) 连接 起 来 (图 7-32) 。 虽 然 核 骨架 的 真实 结构 仍 是 个 於 ， 但 已 经 研究 出 一 些 方 
法 来 鉴定 作为 这 个 结构 一 部 分 的 那些 蛋白 质 。 


PRADA ........... 
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图 7-52 染色 质 的 高 级 结构 。a. 一 个 透射 电子 显 微 照片 显示 染色 质 从 染色 体 的 中 心 结构 处 伸 出 。 电 子 密集 的 区 
域 是 核 骨 架 ， 在 真 核 细胞 中 它 负 责 将 大 量 的 染色 体 DNA 组 织 起 来 。 棒 状 物 代 表 200nm。b. 一 个 真 核 染色 体 的 
结构 模型 ， 显 示 大 多 数 DNA 包装 进 30nm 纤 丝 的 大 环 且 其 根部 结合 于 核 骨架 上 。 而 有 活性 的 DNA 位 点 (如 转 
录 或 DNA 复制 位 点 ) 以 10nm 纤 丝 甚至 裸露 DNA 的 形式 存在 。 (来 源 : a, Courtesy of J. R. Paulson and U. 
K. Laemmli. ) 
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目前 已 发 现 有 两 类 和 借 日 参与 核 骨 架 的 形成 。 一 类 是 拓扑 异 构 酶 了 (Topo IMD, K 
量 存在 于 核 骨 架 的 制备 物 和 纯化 的 有 丝 分 裂 染 色 体 中 。 用 能 够 导致 DNA 在 Topo [K 
DNA 结合 位 点 发 生 断 裂 的 药物 处 理 细胞 ， 得 到 长 约 50kb 的 DNA 片段 。 这 与 用 有 限 的 
核酸 酶 消化 染色 体 所 得 到 的 片段 长 度 相 似 ， 表 明 Topo 了 [可 能 是 参与 形成 这 种 根部 相连 
的 环 状 DNA 的 机 制 的 一 部 分 。 此 外 ， 每 个 环 的 根部 的 ToP 开 可 以 保证 这 些 环 在 拓扑 学 
上 的 相互 分 离 。 

SMC 生日 也 是 核 骨 殿中 含量 丰富 的 组 成 成 分 。 正 如 我 们 先前 所 讨论 的 《染色 体 复 
制 和 分 离 部 分 )，SMC 蛋 日 是 染色 体 复 制 后 进行 凝聚 和 维持 姐妹 染色 体 联 会 机 制 的 关键 
组 成 成 分 。 这 些 重 日 质 通 过 与 核 骨 染 的 结合 ， 为 其 与 染色 体 DNA 的 相互 作用 提供 了 内 
在 的 基础 ， 从 而 增强 它们 的 功能 。 


组 蛋 日 的 变 构 体 影响 核 小 体 功能 


核心 组 蛋白 是 最 保守 的 真 核 重 白质 之 一 。 因 此 ， 由 这 些 蛋 白质 形成 的 核 小 体 在 全 部 
页 核 生物 中 是 非常 相似 的 。 但 是 在 真 核 细 胞 中 发 现 了 很 多 组 蛋白 变 构 体 。 这 些 组 蛋白 能 
PAN 4 种 标准 的 组 和 蛋白 的 一 种 ， 形 成 了 替代 的 核 小 体 。 这 类 核 小 体 可 能 用 来 划分 染色 体 
的 特定 区 域 ， 或 者 赋予 核 小 体 特定 的 功能 。 例 如 ，H2A.X 是 H2A 的 一 种 变 构 体 ， 广 
泛 分 布 于 真 核 核 小 体 中 ， 当 染色 体 DNA 发 生 断 裂 的 时 候 ( 称 为 双 链 断裂 )， 邻 近 断 点 
的 HzA.X 会 被 磷酸 化 。 这 种 被 磷酸 化 后 的 H2A. X 可 以 被 DNA 修复 酶 特异 地 识别 ， 
并 将 修复 酶 定位 到 DNA 损伤 位 点 。 

尺 一 个 组 息 日 变 构 体 CENP-A， 与 含有 着 丝 粒 DNA 的 核 小 体 结合 。 在 这 个 染色 
体 区 域 ，CENP-A 蔡 代 了 核 小 体 中 的 组 蛋白 H3 亚 基 。 这 些 核 小 体 整 合 进 动 粒 ， 介 时 
染色 体 与 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 黏附 (图 7-12)。 与 H3 相 比 ，CENP-A 含有 较 长 的 N 端 
尾巴 。 但 含有 另外 的 相似 的 组 蛋白 折 和 县 结构 域 ，CENP-A 的 加 入 不 大 可 能 改变 核 小 体 
的 核心 结构 。 然 而 ，CENP-A 延长 的 尾巴 可 能 给 动 粒 的 其 他 和 蛋白质 组 分 提供 新 的 结 
合 位 点 〈 图 7-33) 。 按 照 这 种 假说 ，CENP-A 的 丢失 可 能 干扰 动 粒 组 份 与 着 丝 粒 DNA 
的 相互 作用 。 
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图 7-33 组 蛋白 变 构 体 掺 入 引起 的 染色 质 改变 。CENP-A 蔡 代 组 蛋白 H3 可 能 为 一 
个 或 多 个 动 粒 的 组 分 提供 了 结合 位 点 。 
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染色 质 结 构 的 调控 
SR RE 
DNA 与 组 蛋白 八 聚 体 的 相互 作用 是 一 动态 的 过 程 


正如 我 们 将 在 第 17 章 所 要 详细 讲述 的 ，DNA 包装 进 核 小 体 对 基因 组 的 表达 有 重要 的 
影响 。 在 许多 情况 下 ， 能 够 靠近 特定 的 DNA 区 域 所 需 的 关键 步 又 是 将 核 小 体 去 除 或 者 使 
其 与 DNA 的 结合 不 那么 紧密 。 为 适应 这 个 需要 ， 组 蛋白 八 聚 体 与 DNA 的 结合 是 动态 的 。 
此 外 ， 有 一 些 因 子 能 作用 于 核 小 体 ， 增 加 或 降低 这 种 动态 结合 。 这 些 特 征 共 同 保 证 了 核 小 
体 的 位 置 和 DNA 相互 作用 可 以 发 生 改 变 ， 以 适应 对 DNA 多 接近 性 经 常 变 化 的 需要 。 

与 所 有 非 共 价 键 介 导 的 相互 作用 相似 ， 任 何 特定 的 DNA 区 段 与 组 蛋白 八 聚 体 的 结 
合 都 不 是 永久 的 : 任何 DNA 区 段 都 将 不 时 从 与 八 聚 体 的 紧密 相互 作用 中 短暂 地 释放 出 
来 。 这 种 释放 类 似 于 DNA 双 螺 旋 的 暂时 解 链 (与 我 们 在 第 6 草 中 讨论 的 一 致 ) 。 由 于 
许多 DNA 结合 蛋白 更 易 结 合 没 有 组 蛋白 的 DNA， 因 此 DNA 与 组 蛋白 核心 结构 结合 的 
动态 特点 十 分 重要 。 只 有 从 组 蛋白 八 聚 体 上 释放 出 来 ， 或 者 结合 到 连接 DNA E, E 
DNA 上 没有 核 小 体 的 区 段 ， 这 些 蛋 白质 才能 识别 DNA 上 的 结合 位 点 ， 

DNA 丛 核 小 体 上 间歇 性 地 、 自 发 性 地 释放 的 结果 ， 是 蛋白 质 与 其 DNA 结合 位 点 接近 
的 概率 为 1/50 至 1/100 000， 概率 的 大 小 取决 于 结合 位 点 在 核 小 体 中 的 位 置 ， 越 处 于 中 改 、 
的 结合 位 点 越 不 易 被 接近 。 因 此 ， 在 与 核 小 体 紧密 结合 的 147bp DNA 上 的 73 位 点 附近 的 
结合 位 点 是 最 不 易 接近 的 位 点 ， 而 在 核 小 体 DNA 两 端 (1 或 147 位 点 ) 的 结合 位 点 最 易 
于 接近 。 这 些 发 现 表 明 DNA 暴露 的 机 制 归 因 于 DNA 从 核 小 体 上 解 绕 ， 而 不 是 简单 地 从 
组 香 日 八 聚 体 表面 伸 出 〈 图 7-34) 。 值 得 注意 的 是 ， 这 些 人 研究 都 是 在 试管 里 用 核 小 体 的 群 
体 来 进行 的 ， 与 细胞 中 DNA 从 核 小 体 上 解 绕 的 能 力 可 能 有 所 不 同 ， 因 为 在 细胞 中 ， 长 长 


图 7-34 接近 与 核 小 体 结合 的 DNA 的 模型 。 对 具 序列 特异 性 的 DNA 结合 恒 白 与 核 小 体 结合 能 力 
的 研究 表明 ，DNA 从 核 小 体 上 的 解 绕 对 于 DNA 的 易 接近 性 起 决定 作用 。 因 此 ， 最 靠近 核 小 体 进 
出 位 点 处 的 DNA 结合 位 点 是 最 易 接近 的 ， 而 最 靠近 结合 DNA 中 部 的 位 点 是 最 不 易 少 被 接近 的 。 
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es 
的 DNA 要 组 装 到 很 多 相 邻 的 核 小 体 (被 称 为 核 小 体 集束 ) EE, 与 Hl 的 结合 以 及 核 小 
体 组 装 成 30nm 的 纤 丝 ， 都 将 改变 这 些 概率 。 然 而 ， 核 小 体 的 动态 结构 表明 ， 与 X- 射 线 结 
所 学 指示 相似 的 核 小 体 结构 只 是 短暂 性 的 ， 而 不 是 大 部 分 时 间 里 的 其 他 构 型 。 


核 小 体重 塑 复合 体 有 助 于 核 小 体 的 运动 


除了 核 小 体 所 呈现 的 内 在 的 动态 性 之 外 ,组 蛋白 和 DNA 相互 作用 的 稳定 性 还 受到 
焦 日 质 大 复合 体 ， 称 为 核 小 体重 塑 复合 体 的 影响 ， 这 些 多 蛋白 复合 体 有 助 于 以 ATP 水 
解 为 能 量 的 核 小 体 -DNA 相互 作用 或 核 小 体位 置 的 改变 。 锌 这 些 酶 催化 的 核 小 体 改变 ， 
有 两 种 基本 的 类 型 (图 7-35) 。 所 有 核 小 体重 塑 复合 体 都 能 催化 DNA te a ΘΗ ΒΕ ΗΝ 
体 表面 的 “滑动 〈sliding)”。 太一 种 类 型 的 核 小 体重 塑 复 合体 能 够 催化 第 二 种 更 为 极端 
的 变化 ， 使 组 蛋白 八 聚 体能 从 一 个 DNA 螺旋 向 另 一 个 螺旋 “转移 (transfer)”。 


a 


7-35 ” 核 小 体重 塑 催化 核 小 体 的 移动 。a. 核 小 体 沿 DNA 分 子 滑动 ， 暴 露出 DNA 结合 蛋白 的 
结合 位 点 。b. 核 小 体 也 可 以 从 一 条 DNA 链 转移 到 另 一 条 链 上 。 


最 近 的 研究 已 经 揭示 核 小 体重 塑 复 合体 是 如 何 将 DNA 在 组 蛋白 八 聚 体 上 移动 的 。 
每 一 个 这 样 的 多 亚 基 酶 都 有 一 个 ΑΤΡ 水 解 亚 基 ， 能 够 在 双 链 DNA 上 定 问 移动 (也 称 
为 移 位 ) 。 就 核 小 体重 塑 复合 体 来 说 ， 这 些 酶 被 认为 能 紧密 结合 到 组 蛋白 八 聚 体 上 ， 并 
能 将 DNA 相对 于 组 蛋白 移 位 。 由 于 同时 将 既 有 的 DNA 都 相对 于 组 蛋白 移 位 在 能 量 上 
是 困难 的 ， 有 人 提出 ΑΤΡ 水 解 亚 基 只 能 在 一 次 移动 一 部 分 DNA, 结果 是 导致 DNA 在 
2H 5 ΗΑΕ ΔΕΙΗΙ Γή “R ERE Cinchworm-like)” jaz) (图 7-36). 重要 的 是 要 记 住 ， 
DNA 序列 与 组 蛋白 八 聚 体 的 相互 作用 的 亲 和 性 是 基本 等 同 的 ， 这 样 ， 可 以 把 DNA 4} 
于 狂 有 组 恒 白 八 聚 体 的 滑动 看 成 是 不 同 的 能 量 等 同 状态 的 与 组 蛋白 八 聚 体 结合 ， 核 小 体 
重 塑 复合 物 使 DNA 更 为 容易 地 接近 这 些 不 同 的 状态 ， 
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a 


d 


扭转 区 域 重建 
结合 新 的 DNA 


RS αν 
ο a 


解 旋 的 DNA 
波 移 至 远 处 的 连接 


体 


图 7-36 核 小 体重 塑 复合 体 俯 化 的 核 小 体 
DNA 滑动 的 一 个 模型 ”a. 据 这 一 模型 ， 核 小 
体重 塑 复合 体 的 ATP 水 解 亚 基 结 合 到 距 中 心 
二 价 轴 两 个 螺 固 的 核 小 体 DNA 上 (如 与 核 小 
体 的 147 bp 中 的 52 位 )。 核 小 体重 塑 复 合 物 
的 其 他 亚 基 都 与 组 蛋白 紧密 结合 。 图 示 DNA 
和 组 绰 昌 从 二 价 轴 到 最 邻近 的 未 结合 DNA 的 
每 一 个 接触 点 (每 一 螺 周 一 个 接触 点 ，14 个 
中 的 7 个 )。b. ATP 依赖 的 DNA 移 位 活性 ， 
使 核 小 体重 塑 复合 体 首先 将 DNA 从 最 近邻 的 
连接 区 拉 入 核 小 体 。ATP 水 解 亚 基 和 连接 
DNA 之 间 的 5 个 接触 点 被 打 断 (被 打 断 的 接 
触 点 为 黑色 ， 完 整 的 接触 点 为 白色 )。c. 被 打 
断 的 接触 点 以 移 位 的 DNA 重新 形成 ， 使 紧 靠 
ATP 水解 亚 基 (5 和 6 接触 点 之 间 ) 与 太 多 
的 DNA 结合 。d. 为 解脱 这 一 约束 ， 这 个 模 
型 提出 其 他 序列 像 “ 波 (wave)” 一 样 沿 着 组 
重 日 的 表面 移动 ， 每 一 次 打 断 一 个 接触 点 
(先是 6， 然 后 是 7 接触 点 )， 直 到 所 有 接触 点 
都 以 它们 之 间 适 量 的 DNA 重新 形成 。 此 时 ， 
与 组 蛋白 结合 的 DNA 不 再 过 量 ， 核 小 体 已 经 
Æ DNA 上 就 位 。 (经 许可 修改 自 Saha A. et 
al. 2006. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7: 437-447, 
Fig. 4a. © Macmillan. ) 
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在 任 一 细胞 中 都 有 多 种 类 型 的 核 小 体重 塑 复 合体 ( 表 7-6) 。 它 们 至 少 有 2 个 亚 基 ， 
最 多 有 10 个 亚 基 。 正 如 前 文 所 描述 的 〈 见 图 7-36), ， 这 些 复 合体 中 的 每 一 种 都 含有 一 个 
推进 DNA 移动 的 ATP 水 解 亚 基 。 尽 管 在 不 同 的 复合 体 中 ATP 水 解 亚 基 是 相似 的 ， 但 
是 忆 每 一 个 复合 物 结合 的 其 他 不 同 亚 基 可 以 调节 其 功能 。 例 如 ， 这 些 复 合体 包含 能 将 其 
定位 于 特定 染色 体位 置 上 的 亚 基 。 在 一 些 情况 下 ， 这 种 定位 由 重 塑 复 合体 亚 基 和 DNA 
结合 的 转录 因子 间 的 相互 作用 所 介 导 (图 7-37)。 在 其 他 情况 下 ， 结合 到 经 特异 修饰 的 
ἩΊΒΗ Ν 端 尾巴 也 可 以 介 导 定位 〈 通 过 铬 功能 域 〈ehvomaodomains) BY Ye ΤΠΕ 〈bro- 


modomains) ， 将 在 下 面 讲 到 ) 。 


表 7-6 ATP 依赖 性 核 小 体重 塑 复合 体 


ISWI 2 一 4 RRE, SANT πὲ, PHD 指纹 
铬 功能 域 ，PHD 指纹 
省 功能 域 ，SANT tak 


类 型 亚 基 数目 
SWI/SNF 8—11 

CHD 8—10 

SWRI 12—14 


INO80 16-18 


滑动 FES 
有 有 
有 无 
有 无 
有 AR KE 
有 ΚΕ 


7-3; ”两 个 依赖 于 DNA 结合 蛋白 的 核 
小 体 定位 的 模型 。a. 许多 DNA 结合 蛋 
日 与 DNA 的 结合 和 同一 DNA 与 组 蛋白 
八 聚 体 的 结合 是 不 兼容 的 。 因 为 核 小 体 
的 形成 需要 多 于 147bp 的 DNA， 如 果 两 
个 与 DNA 结合 的 结合 因子 间 的 距离 少 于 
147bp， 那 么 二 者 之 间 的 DNA 不 能 组 装 
进 核 小 体 。b. 一 些 DNA 结合 蛋白 具有 
志 核 小 体 结合 的 能 力 。 这 些 蛋 白质 一 日 
5 DNA 结合 ， 将 立即 有 助 于 核 小 体 与 相 
邻 的 蛋白 质 的 DNA 结合 位 点 的 结合 。 


无 核 小 体 
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东 些 核 小 体 处 于 特定 的 位 置 : 核 小 体 的 定位 


由 于 核 小 体 与 DNA 的 相互 作用 是 动态 的 ， 并 且 没 有 序列 特异 性 ， 大 多 数 核 小 体 的 
位 置 是 不 固定 的 。 但 在 有 些 情 况 ， 对 核 小 体 的 位 置 ， 或 称 为 核 小 体 的 定位 〈positio- 
ning)， 进 行 限制 是 有 利 的 。 通 常 ， 核 小 体 的 定位 允许 调节 和 蛋白 的 DNA 结合 位 点 处 于 
多 接近 的 连接 DNA 区 。 在 多 数 情况 下 ， 这 些 没有 核 小 体 结合 的 DNA 区 段 要 足够 大 ， 
以 使 多 个 调节 和 蛋白 的 结合 位 置 易于 被 接近 。 

核 小 体 定 位 可 由 DNA 结合 蛋白 或 特定 的 DNA 序列 指导 。 在 细胞 中 ， 最 经 常 的 方 
式 是 核 小 体 与 DNA 结合 蛋白 间 的 竞争 。 正 如 许多 蛋白 质 不 能 与 核 小 体内 的 DNA 结合 
ΤΕ, SEAMS DNA 结合 后 ， 就 阻止 了 核心 组 蛋白 与 这 段 DNA 随后 的 结合 。 如 果 
两 个 DNA 结合 蛋白 与 DNA 结合 的 位 点 间 的 距离 小 于 DNA 组 装 成 一 个 核 小 体 所 需 的 
WAKE A 150bp)， 那 么 这 两 个 蛋白 质 之 间 的 DNA 将 不 与 核 小 体 结合 (图 7-37a) 。 
AASB) DNA 与 额外 的 蛋白 质 的 结合 能 进一步 增加 不 与 核 小 体 结合 的 区 域 的 长 度 。 除 了 
这 种 依赖 于 和 蛋 白 质 的 核 小 体 定 位 的 抑制 机 制 外 ， 一 些 DNA 结合 蛋白 与 相 邻 的 核 小 体 紧 
密 作 用 ， 导 致 核 小 体 立 即 优先 地 在 与 这 些 蛋 白质 相 邻 的 位 置 组 装 (图 7-37b) 。 

核 小 体 定位 的 男 一 种 方式 涉及 特定 的 DNA 序列 ， 这 些 序 列 对 核 小 体 有 高 度 的 亲 和 
性 。 由 于 结合 在 核 小 体 上 的 DNA 是 弯曲 的 ， 所 以 核 小 体 优先 在 DNA 易 弯 曲 的 区 域 形 
Ro EAA: TA) DNA 有 向 小 沟 弯 曲 的 内 在 倾向 。 因 此 ， 富 含 A : 工 的 DNA 有 利于 
He, HATA AREA. BAG? C 的 DNA 则 有 相反 的 倾向 ， 因 此 ， 当 小 沟 
到 离 组 蛋白 八 聚 体 时 有 利于 组 装 (图 7-38) 。 每 个 核 小 体 都 试图 使 富 含 A : T 和 富 含 G 
: C 序 列 的 这 种 排列 方式 最 大 化 ， 最 近 对 酵母 (5. cerevisiae) 核 小 体 定位 的 研究 揭示 ， 
高 达 50% 的 核 小 体 严格 定位 可 归 因 于 这 些 核 小 体 的 组 蛋白 核心 对 其 所 包含 的 DNA 序列 
的 优先 结合 。 值 得 注意 的 是 ， 虽 然 这 些 序列 可 被 优先 结合 ， 但 却 不 是 核 小 体 组 装 所 必需 
的 ， 而 通过 其 他 和 蛋 日 的 作用 ， 包 括 染色 质 重 塑 和 转录 因子 结合 ， 还 可 将 核 小 体 从 这 些 它 
们 偏好 的 位 置 移 除 。 


7-38 ” 核 小 体 倾向 于 与 弯曲 的 DNA 结合 。 特 定 的 DNA 序列 能 定位 核 小 体 。 由 于 DNA 在 与 核 
小 体 结合 的 过 程 中 会 剧烈 弯曲 ， 所 以 具有 内 在 弯曲 倾向 的 DNA 序列 可 定位 核 小 体 。A : TREX 
有 问 小 沟 弯 曲 的 内 在 倾向 ，G : C 碱 基 对 则 有 相反 的 倾向 。 富 含 A : TAG: C 的 序列 之 间 以 约 
5bp 为 周期 变化 的 交替 序列 是 核 小 体 优先 的 结合 位 点 。 (来 源 : Alberts B. et al. 2002. Molecular 
biology of the cell, 4th edition, p. 211, 14-28. © Garland Science/Taylor & Francis LLC. ) 
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核 小 体 定位 的 这 些 机 制 会 影响 基因 组 中 核 小 体 的 组 织 。 尽 管 如 此 ， 大 多 数 核 小 体 并 
没有 产 格 的 定位 。 严 格 定位 的 核 小 体 经 常 在 指导 转录 起 始 的 位 点 发 现 ， 这 将 在 真 核 转录 
的 章节 (第 12 章 和 第 17 ΒΕ) 中 讨论 ， 虽 然 我 们 已 经 讨论 了 定位 主要 是 作为 保证 调控 
DNA 序列 的 可 接近 性 的 一 种 手段 ， 一 个 定位 的 核 小 体 仅 需 通过 定位 在 与 某 一 特定 位 点 
有 重 登 的 位 置 上 ， 即 可 阻止 此 位 点 被 接近 。 因 此 ， 定 位 的 核 小 体 对 于 其 附近 DNA 序列 
的 可 接近 性 具有 正 负 双重 效应 。 框 7-3 描述 了 确定 核 小 体 定位 的 一 种 方法 。 


组 蛋 日 N 端 尾巴 的 修饰 可 改变 染色 质 的 易 接 近 性 


当 组 绰 白 从 细胞 中 分 离 出 来 ， 其 N 端 尾巴 通常 被 许多 种 小 分 子 修饰 (图 7-39) 。 尾 
书 中 的 赖 氨 酸 经 常 被 乙酰 基 或 甲 基 基因 修饰 ， 已 知 至 少 一 个 精 氢 酸 也 被 甲 基 化 。 同 样 ， 
而 丝 所 酸 主要 受 磷酸 化 修饰 。 假 说 认为 ， 组 蛋白 尾巴 的 修饰 构成 一 种 “组 蛋白 密码 ”， 
可 以 被 基因 表达 相关 的 蛋白 及 其 他 一 些 与 DNA 相互 作用 的 蛋白 识别 (图 7-39、 表 7- 
7)。 按 照 这 种 假说 ， 除 了 基因 组 序列 外 ， 与 待定 基因 相关 的 核 小 体 以 及 发 生 在 这 些 核 小 
体 上 的 修饰 ， 也 能 对 相关 基因 的 表达 调控 产生 重要 影响 。 


图 7-39 ARAN 端 尾巴 的 修饰 改变 了 染色 质 的 功能 。 图 中 显示 了 每 个 组 蛋白 上 已 知 的 修饰 
位 点 。 大 多 数 修饰 发 生 在 组 蛋白 的 尾巴 区 域 ， 但 偶尔 也 发 生 在 组 蛋白 折 丢 内 部 〈 如 组 蛋白 H3 
的 79 位 赖 氨 酸 的 甲 基 化 )。 组 蛋白 修饰 所 产生 的 影响 依赖 于 修饰 的 类 型 和 修饰 的 位 点 。( 来 源 
Alberts B. et al. 2002. Molecular biology of the cell, 4th edition, p. 215, Fig. 4-35. © Garland 
Science/Taylor & Francis LLC 和 Jenuwein and Allis. C. D. 2001. Science 293: 1074-1080, 
Fig. 2 and 3.© AAAS， 经 许可 ) 
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车 要 的 证， 修饰 的 类 型 和 被 修饰 的 位 置 都 对 理解 这 种 密码 至 关 重 要 。 例 如 ， 在 组 
RHA HAN 基 端 第 8 和 第 16 氨基 酸 位 点 上 发 生 的 赖 氨 酸 乙酰 化 与 基因 表达 的 起 始 位 置 
人 相关， 而 发 生 在 第 5 和 第 12 氨基 酸 位 点 上 的 赖 氨 酸 乙酰 化 就 不 具有 这 种 意义 ， 但 却 
征 新 合成 的 H4 分 子 的 标志 ， 意 味 着 相应 H4 分 子 将 与 DNA 饿 整合 进 新 的 核 小 体 中 。 
相似 地 ， 组 蛋白 尾巴 的 甲 基 化 也 可 具有 不 同 的 生物 学 意义 ， 组 蛋白 H3 第 4，36 或 79 
位 点 上 的 赖 氨 酸 甲 基 化 与 基因 激活 相关 ， 而 第 9 或 第 27 位 点 上 的 赖 氨 酸 甲 基 化 则 与 
竺 录 抑 制 相关 。 男 外 ， 有 丝 分 裂 染色 体 中 的 高 度 折 番 的 染色 质 ， 其 组 蛋白 H3N 端 通 
前 会 发 生 磷 酸化 修饰 。 


染色 质 结 构 的 调控 。183 。 
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框 73 图 1 细胞 中 核 核 小 体 定位 的 人 分 析 。 此 图 描述 了 在 细胞 中 确定 核 小 体 定位 的 实验 步骤 。 细节 参阅 正文 . 
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组 蛋白 的 修饰 是 如 何 改变 核 小 体 的 功能 呢 ? 一 个 显而易见 的 改变 是 乙醚 化 和 磷酸 化 
减少 了 组 蛋白 尾巴 的 正 电荷 〈 图 7-40) 。 正 电荷 的 缺失 减少 了 组 蛋白 尾巴 对 带 负电 荷 的 
DNA 骨架 的 亲 和 性 。 更 加 重要 的 是 ， 组 蛋白 尾巴 的 修饰 影响 了 组 蛋白 束 形成 更 为 抑制 
状态 的 高 级 染色 质 结构 的 能 力 。 如 前 所 述 ， 组 蛋白 N 端 尾巴 对 于 30nm 纤 丝 的 形成 是 必 
需 的 ， 而 对 组 蛋白 尾巴 的 修饰 可 调节 这 个 功能 。 例 如 ， 与 乙酰 化 的 组 蛋白 和 基因 组 的 表 
达 区 结合 相 一 致 的 是 ，H4 的 Ν 端 尾巴 的 乙酰 化 影响 了 核 小 体 整合 进 抑制 状态 的 30nm 
纤 丝 的 能 力 。 如 前 所 述 ， 带 正 电荷 的 H4 N 端 尾巴 和 带 负电 荷 的 H2A EK 3 
面 的 相互 作用 是 形成 30nm 纤 丝 的 关键 . 


lo 
ae 
A vsa 


a 4 
H2A +~ 


AS 
Mines 


图 7-40 组 蛋白 尾巴 修饰 的 影响 。a. 核 小 体 与 DNA 结合 的 影响 。 未 修饰 的 和 甲 基 化 的 组 蛋白 尾巴 被 认为 与 核 
小 体 DNA 的 结合 比 乙酰 化 的 组 蛋白 尾巴 更 紧密 。b. 组 蛋白 尾巴 的 修饰 为 修饰 染色 质 的 酶 提供 了 结合 位 点 。 


其 他 含 同 源 调节 域 和 修饰 域 的 蛋白 质 虽 不 是 组 蛋白 修饰 蛋白 ， 但 参与 转录 调控 或 异 
源 染色 质 的 形成 。 例 如 ， 转 录 机 制 中 的 一 个 关键 组 分 TFIID， 也 包含 一 个 同 源 调节 域 . 
这 个 结构 域 指导 转录 机 制 到 达 核 小 体 的 乙酰 化 位 点 ， 使 得 与 乙酰 化 的 核 小 体 结 合 的 
DNA 的 转录 活性 增加 。 相 似 地 ， 核 小 体重 塑 复 合体 也 经 常 包括 含 同 源 调节 域 的 亚 基 
(# 7-7). 


7-7 组 蛋白 的 修饰 


组 香 日 亚 基 的 残 基 修饰 效应 
H2A 
AR | 磷酸 化 有 有丝分裂， 转录 抑制 
赖 氨 酸 4 乙 碳 化 转录 激活 
赖 氨 酸 5 乙酰 化 转录 激活 
赖 氨 酸 7 乙酰 化 转录 激活 


一 -~ aaae 
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续 表 
组 量 日 亚 基 的 残 基 修饰 效应 
H2B 
AM 5 乙酰 化 转录 激活 
赖 氨 酸 12 乙酰 化 转录 激活 
丝氨酸 14 ΡΜ, 细胞 凋 亡 
HAR 15 乙酰 化 转录 激活 
H3 
IAR 3 磷酸 化 有 丝 分 型 
乙酰 化 : 转录 激活 
HAR 4 乙酰 化 、 甲 基 化 Μα 
乙酰 化 : 转录 激活 
赖 氨 酸 9 乙酰 化 、 甲 基 化 ΠΣΕ. κε πε 
丝氨酸 10 磷酸 化 转录 激活 
IAR 11 磷酸 化 有 丝 分 裂 
PARR 14 乙酰 化 转录 激活 -延伸 
HAR 17 Η 5516 转录 激活 
Fh ZAM 18 乙酰 化 转录 激活 、DNA 修补 
赖 氨 酸 23 乙酰 化 转录 激活 、DNA 修补 
Hil ZA 27 甲 基 化 、 乙 栈 化 转录 沉默 
21 28 BERAE 有 丝 分 裂 
ή {ΜΑ 36 甲 基 化 转录 延伸 
赖 氨 酸 56 乙酰 化 DNA 修补 
赖 氨 酸 79 甲 基 化 转录 延伸 
H4 
ARR 1 BERAE 有 丝 分 裂 
HAR 3 甲 基 化 转录 激活 
赖 氨 酸 5 乙酰 化 组 蛋白 沉淀 
赖 氨 酸 8 乙酰 化 转录 激活 
赖 氨 酸 12 乙酰 化 组 蛋白 沉淀 、 端 粒 沉默 
fi AA 16 乙酰 化 转录 激活 、DNA 修补 
ΚΠ ΑΛΑ 20 甲 基 化 转录 沉默 


a. 18: Peterson C. L. and Lariel M. A. 2004. Curr Biol. 14, R546-R551 修改 
b. Zen A EI NY EAE i. AAI FEH , 尽管 有 时 不 同 生物 的 组 蛋白 结构 有 所 不 同 ， 因 而 
不 同 修饰 的 位 置 编 号 可 能 不 动 。 


核 小 体重 塑 和 修饰 复合 物 的 蛋白 结构 域 识别 经 修饰 的 组 蛋白 
经 修饰 的 组 蛋白 尾巴 能 起 聚集 特异 性 蛋白 到 染色 质 上 的 作用 (图 7-40b)。 溴 结构 
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域 Cbromodomains) 铬 结构 域 (chromodomains), TUDOR 结构 域 和 PHD 指纹 (植物 
同 源 结构 域 ，homodomain)〉 能 识别 经 修饰 的 形式 的 组 蛋白 尾巴 ， 那 些 含 省 结构 域 的 蛋 
日 能 与 乙酰 化 的 组 蛋白 尾巴 相互 作用 ， 而 那些 含有 铬 结构 域 -TUDOR 结构 域 和 PHD 指 
纹 的 重 日 质 能 与 甲 基 化 的 组 蛋白 相互 作用 。 另 一 个 称 为 SANT 结构 域 的 蛋白 结构 域 的 
特点 正好 相反 ， 那 些 含 SANT 结构 域 的 蛋白 质 优先 与 未 经 修饰 的 组 蛋白 尾巴 相互 作用 ， 
也 这 些 重 日 结构 域 对 于 解释 组 蛋白 修饰 的 重要 性 一 致 ， 很 多 情况 下 含 这 些 结构 域 的 
集 日 质 特异 性 地 识别 很 多 组 蛋白 修饰 可 能 位 点 中 的 一 个 修饰 形式 。 例 如 ，HP1 蛋白 
含有 一 个 铬 结构 域 ， 它 只 能 与 9 位 赖 氨 酸 甲 基 化 了 的 H3 组 蛋白 结合 ， 而 不 与 任何 其 
他 位 置 被 甲 基 化 的 组 蛋白 结合 。 有 趣 的 是 ， 还 有 很 多 和 蛋白质 也 含有 这 样 的 一 个 结构 
域 ， 说 明 这 些 和 蛋白 质 是 特 化 了 ， 专 门 识别 多 种 修饰 的 组 蛋白 。 例 如 ， 一 些 蛋 白质 含 
有 PHD 指纹 ， 紧 靠 省 结构 域 的 组 蛋白 H3 的 甲 基 化 了 的 4 粒 氨 酸 ， 而 这 一 省 结构 域 
能 识别 乙酰 化 的 赖 氮 酸 。 

这 些 能 识别 经 修饰 的 组 蛋白 的 结构 域 是 如 何 改变 相关 核 小 体 的 功能 的 ? 一 个 重要 的 
方式 是 经 修饰 的 组 蛋白 能 将 很 多 酶 聚集 起 来 ， 进 一 步 修 饰 邻近 的 核 小 体 。 例 如 ， 很 多 这 
些 修饰 组 入 白 尾巴 的 酶 ( 称 为 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 ，hisfone acetyltransferase) 含有 省 
结构 域 ， 这 些 涡 结 构 域 能 识别 它们 产生 的 同样 的 组 蛋白 修饰 ( 表 7-8)， 在 这 种 情况 下 ， 
混纺 构 域 能 进一步 修饰 已 经 乙酰 化 的 区 域 ， 有 助 于 乙酰 化 组 蛋白 的 维持 和 继续 〈 见 下 面 
的 讨论 )。 

经 修饰 的 组 蛋白 也 能 聚集 作用 于 染色 质 的 其 他 蛋白 。 很 多 核 小 体重 塑 复合 物 的 一 个 
或 几 个 亚 基 都 有 这 些 识别 修饰 了 的 组 蛋白 的 结构 域 ( 见 表 7-6)， 使 修饰 了 的 组 蛋白 能 
够 这 些 酶 。 很 多 与 转录 调控 有 关 的 蛋白 也 含有 这 些 结构 域 。 例 如 ，TF11D 转录 机 器 的 
关键 组 分 就 含有 一 个 省 结构 域 ， 这 个 结构 域 将 转录 机 器 引导 到 核 小 体 乙酰 化 位 置 上 。 这 
征 组 竺 日 乙酰 化 的 另 一 个 途径 ， 这 一 乙酰 化 能 增加 相关 DNA 的 转录 活性 。 能 识别 组 蛋 
日 甲 基 化 位 置 的 铬 结构 域 可 以 与 转录 被 抑制 的 基因 结合 ， 这 个 铬 结构 域 在 好 多 蛋白 质 都 
已 发 现 。 这 些 重 白质 对 于 异 染 色 质 的 形成 非常 重要 ,包括 ΗΡΙ BAM “BRE (poly- 
comb)” ΕΗ. 


特定 的 酶 负责 组 蛋白 的 修饰 


我 们 刚才 已 经 讲述 了 组 蛋白 的 修饰 是 动态 的 ， 且 是 由 特定 的 酶 催化 的 。 组 蛋白 乙 
醚 巷 移 酶 催化 乙酰 基 团 添加 到 组 蛋白 上 ， 而 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 可 去 除 这 种 修饰 。 相 
似 地 ， 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 将 甲 基 加 到 组 蛋白 上 组 蛋白 去 甲 基 酶 则 将 甲 基 去 除 。 许 多 
不 同 的 组 香 日 乙酰 转移 酶 和 去 乙酰 化 酶 已 经 被 鉴定 ， 可 通过 它们 对 不 同 的 组 蛋白 或 
尽 同 一 组 蛋 日 不 同 赖 氨 酸 的 识别 能 力 上 来 进行 区 分 。 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 和 去 甲 基 化 
酶 鲜 有 更 好 的 特异 性 ， 通 常 可 以 精确 识别 组 蛋白 上 众多 赖 氨 酸 或 精 氨 酶 中 的 仅仅 某 
一 个 ( 表 7-8)。 由 于 不 同 的 修饰 对 核 小 体 的 功能 有 不 同 的 影响 ， 因 此 不 同 的 组 蛋白 
也 酰 苇 移 酶 或 甲 基 转移 酶 对 核 小 体 的 修饰 会 对 染色 质 的 结构 和 DNA 的 很 多 功能 进行 
调控 (图 7-39). 
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表 7-8 组 蛋白 修饰 酶 


组 重 日 乙酰 转移 酶 复合 体 
类 型 亚 基 数目 催化 亚 基 组 蛋白 结合 靶 组 蛋白 
SAGA 15 Gen5 铬 功能 域 、 省 功能 域 H3 和 H2B 
ΡΟΑΕ 11 ΡΟΑΕ 澳 功 能 域 H3 和 H4 
NuA3 3 Sas3 PHD 指纹 H3 
NuA4 6 Esal IRER., SANT W, PHD 指纹 H4 和 H2A 
P300/CBP 1 P300/CBP 澳 功 能 域 、PHD H2A、H2B、H3 和 Η4 
Co 
组 重 日 去 乙酰 化 酶 复合 体 
类 型 亚 基 数目 催化 亚 基 同 源 调节 域 /修饰 域 
NuRD 9 HDAC1/HDAC2 RO AEM. PHD 指纹 
SIR2 复合 物 3 Sir2 Te 
Rpd3 大 亚 基 12 Rpd3 PHD 指纹 
Rpd3 小 亚 基 5 RpD3 RO AE, PHD 指纹 
组 蛋白 甲 基 转 移 酶 
名 称 组 蛋白 结合 域 靶 组 蛋白 
SET] 无 H3 HAR 4) 
SUV39/CLR4 澳 功 能 域 H3 ( 赖 氨 酸 9) 
SET2 λ H3 HMA 36) 
DOTI K H3 HARR 79) 
PRMT Te H3 AR 3) 
SET9/SUV4-20 K H4 ARR 20) 
组 蛋白 去 甲 基 化 酶 
名 称 组 蛋白 结合 靶 甲 基 化 组 蛋白 
LSD1 PHD 指纹 、SANT sh H3 HAR 4) 
JHDM1 PHD 指纹 H3 HAM 36) 
JHDM3 PHD 指纹 ，TUDOR 域 H3 HAR 9, 36) 


S/S IBS ΑΛ -Η, OEM KMS RE SARI — R, HbA 
基 在 引导 这 些 酶 到 特定 的 DNA 区 域 上 起 着 重要 作用 。 与 核 小 体重 塑 复 合体 相似 ， 这 些 
复合 体 可 以 和 与 DNA 结合 的 转录 因子 或 直接 与 修饰 的 核 小 体 发 生 相 互 作用 。 引 导 这 些 
酶 到 特定 的 DNA 区 域 是 沿 着 染色 质 能 够 观察 到 特定 的 组 蛋白 修饰 模式 的 原因 ， 并 日 是 
岗 控 真 核 染 色 体 中 基因 表达 水 平 的 主要 机 制 ( 见 第 17 章 )。 


核 小 体 的 修饰 和 重 塑 共 同 增加 DNA 的 易 接 近 性 


N 新 尾巴 的 修饰 和 核 小 体重 塑 的 共同 作用 能 显著 地 改变 DNA 的 易 接 近 性 。 正 如 我 
们 将 在 第 12 章 和 第 17 章 中 所 学 到 的 ， 参 与 这 些 修饰 的 蛋白 质 复合 体 经 常 集合 到 转录 活 
性 位 点 上 。 尽 管 它们 发 挥 作用 的 顺序 不 总 是 相同 ， 但 累积 起 来 的 效果 是 使 ΝΑ 的 易 接 
近 性 在 特定 的 部 位 产生 显著 的 改变 。N 端 尾巴 的 修饰 能 减少 核 小 体 束 形成 抑制 性 结构 
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的 有 能力， 产生 能 集合 包括 核 小 体重 塑 因 子 在 内 的 其 他 蛋白 质 的 位 点 。 随 后 的 核 小 体重 朔 
能 进一步 增加 核 小 体 DNA 的 易 接近 性 ， 人 允许 DNA 结合 蛋白 接近 它们 的 结合 位 点 。 与 
iA DNA 结合 蛋白 或 DNA 序列 相 结合 ， 这 些 改 变 能 导致 DNA 特定 位 点 处 的 核 小 
体 的 定位 或 释放 (图 7-41) 。 


CaL JN | DNA 结合 蛋白 2 
核 小 体 ”| 集合 核 小 体重 塑 
重 塑 复合 体 | 复合 物 


图 7-41 染色 质 重 塑 复合 体 和 组 蛋白 修饰 酶 共同 改变 染色 质 的 结构 。 序 列 特 异性 的 DNA 结合 蛋白 通常 引导 这 些 
酶 到 染色 体 的 特定 区 域 。 在 这 个 图 中 ，DNA 结合 蛋白 〈 蓝 色 ) 首先 引导 一 个 组 蛋白 乙酰 转移 酶 来 修饰 邻近 的 核 
小 体 ， 使 局 部 的 30nm 染色 质 纤 丝 转变 为 较 易 接 近 的 10mm 纤 丝 ， 增 加 相关 的 DNA 的 易 接 近 性 。 这 导致 了 第 二 
个 DNA 结合 蛋白 HE) 的 结合 ， 它 又 导入 了 一 个 核 小 体重 塑 复合 物 ， 核 小 体重 塑 复合 物 的 定位 有 助 于 邻近 核 
小 体 的 滑动 ， 暴 露 了 第 三 个 结合 蛋白 RE) 的 结合 位 置 ， 如 转录 起 始 位 点 的 ΤΑΤΑ 结合 蛋白 质 的 结合 位 点 。 
仿 管 我 们 在 这 里 描述 的 是 先 组 蛋白 乙酰 化 复合 体 结合 ， 后 组 染 小 体重 塑 复 合体 的 顺序 ， 但 两 种 顺序 都 可 以 观察 到 
并 具有 相同 的 效果 。 事 实 上 ， 不 同 的 组 蛋白 修饰 酶 ， 会 导致 形成 更 浓缩 的 、 不 易 接近 的 染色 质 。 
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核 小 体 的 组 装 


DNA 复制 后 核 小 体 组 装 即 开始 


一 条 染色 体 的 复制 需要 DNA 的 复制 和 子 代 DNA 分 子 上 相关 蛋白质 的 重新 组 装 ， 
后 一 过 程 与 DNA 复制 紧密 相连 ， 以 确保 新 复制 的 DNA 分 子 迅 速 组 装 进 核 小 体 。 在 第 
8 草 中 我 们 将 详细 讨论 DNA 复制 的 机 制 。 这 里 我 们 只 讨论 DNA 复制 后 指导 核 小 体 组 
朗 的 机 制 〈 见 互动 漫画 7-2). 

里 然 DNA 的 复制 要 求 核 小 体 的 部 分 解体 ， 但 是 DNA 在 一 系列 有 序 的 过 程 中 很 快 
镁 重新 组 装 。 如 前 所 述 ， 在 DNA 上 核 小 体 组 装 的 第 一 步 是 结合 一 个 H3 和 H4 四 聚 体 。 
一 旦 四 聚 体 结合 后 ， 两 个 H2A + H2B 二 聚 体 结合 形成 最 终 的 核 小 体 。 据 推测 ， 在 高 级 
染色 质 组 装 的 过 程 中 ，H1 最 后 加 入 这 个 复合 体 ，。 

为 了 复制 一 条 染色 体 ， 子 代 染 色 体 上 的 核 小 体 至 少 半数 是 新 合成 的 。 是 不 是 将 全 部 的 
原 有 组 焦 白 丢失 而 仅 用 新 合成 的 组 蛋白 来 组 装 成 核 小 体 ? 如 果 不 是 这 样 ， 原 有 的 组 蛋白 是 
如 何在 两 个 子 代 染色 体 间 分 配 ? 考虑 到 组 蛋白 的 修饰 会 对 染色 质 的 易 接 近 性 有 影响 ， 因 此 
原 有 组 集 白 的 命运 就 成 为 一 个 特别 重要 的 问题 。 如 果 原 有 的 组 蛋白 完全 丢失 ， 那 么 染色 体 
的 复制 将 删除 对 先前 修饰 的 核 小 体 的 任何 “记忆 ”。 相 反 ， 如 果 原 有 的 组 蛋白 保留 在 一 条 
染色 体 上 ， 那 么 这 条 染色 体 相 对 于 另 一 找 贝 的 染色 体 将 有 一 套 不 同 的 修饰 ， 

在 实验 中 采用 不 同 的 标记 物 标 记 原 有 的 和 新 的 组 蛋白 ， 发 现 原 有 的 组 蛋白 存在 于 两 
条 子 代 染 色 体 中 (图 7-42)。 然 而 ， 这 种 混合 不 是 完全 随机 的 。H3 。H4 WIKA 
H2A + H2B 二 聚 体 或 是 全 由 新 的 组 蛋白 或 者 全 由 旧 的 组 蛋白 所 组 成 。 因 此 ， 当 复制 又 
经 过 时 ， 核 小 体 解体 为 亚 组 装 部 件 。H3“。H4 四 聚 体 似乎 仍 随机 地 与 两 个 子 代 双 螺旋 之 
一 结合 ， 并 不 从 DNA 上 释放 而 成 为 游离 的 组 蛋白 成 分 。 相 反 ，H2A « H2B — BAH 
释放 且 进 入 局 部 的 环境 ， 参 与 新 的 核 小 体 的 组 装 ， 

在 染色 体 复制 过 程 中原 有 组 蛋白 分 布 的 遗传 性 为 精确 地 按 父 本 模式 进行 组 蛋白 修饰 
提供 了 一 个 机 制 。 通 过 这 个 机 制 ， 无 论 原 有 的 组 蛋白 在 哪个 子 代 染 色 体 上 ， 都 倾向 于 重 
新 结合 到 靠近 它们 在 父 代 染 色 体 上 的 位 置 上 〈 图 7-43)。 这 种 修饰 组 蛋白 定位 的 遗传 性 
为 每 个 子 代 染色 体 上 相似 的 位 置 提供 了 数量 有 限 的 修饰 。 这 些 组 蛋白 修饰 具有 引导 修饰 
梅 的 能 力 ， 可 以 在 邻近 的 核 小 体 上 进行 相似 的 修饰 ( 见 上 面 对 组 蛋白 结合 域 的 讨论 )。 
这 为 在 DNA 复制 发 生 后 维持 相似 的 修饰 状态 提供 了 一 个 简单 的 机 制 (图 7-43)。 这 些 
机 制 可 能 对 染色 质 状态 的 世代 遗传 具有 重要 作用 。 考 虑 到 组 蛋白 修饰 在 基因 表达 调控 以 
及 其 他 一 些 DNA 的 相互 作用 中 的 重要 性 ， 保 持 这 些 修饰 状态 对 维持 细胞 特性 以 及 细胞 
中 DNA 的 复制 与 分 离 都 是 很 关键 的 。 


核 小 体 的 组 装 需 要 组 蛋白 “伴侣 ” 


核 小 体 的 组 装 不 是 一 个 自发 的 过 程 。 早 期 的 研究 发 现 简 单 的 将 纯化 的 组 蛋白 添加 到 
DNA 中 ， 仅 有 很 少 的 甚至 没有 核 小 体形 成 。 相 反 ， 大 多 数组 蛋白 聚集 形成 没有 活性 的 形 
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全 为 旧 的 组 蛋白 
图 7-42 DNA 复制 后 组 蛋白 的 遗传 。 染 色 体 复制 时 ， 与 父 本 染色 体 结 合 的 组 蛋白 具有 不 同 的 分 配 形式 。 
HEHA 3  Η4 四 聚 体 随 机 地 转移 到 两 条 子 链 中 的 任 一 条 上 ， 但 不 解 离 为 游离 状态 的 H3 H4 四 聚 体 。 
新 合成 的 H3。H4 四 聚 体 在 没有 继承 亲 代 四 聚 体 的 链 上 形成 核 小 体 的 基础 ; 相反 ，H2A 和 H2B 二 聚 体 
饿 释放 进入 游离 的 可 溶 环 境 ， 并 与 新 合成 的 H2A 和 H2B 竞争 与 H3 。H4 的 结合 。 一 般 来 说 ， 这 种 分 
配 类 型 的 后 果 是 新 合成 的 DNA 上 的 第 二 个 H3。H4 四 聚 体 将 来 自 亲 代 染 色 体 。 这 些 四 聚 体 保留 了 全 部 
父 代 核 小 体 上 的 修饰 ; H2A 和 H2B 二 聚 体 则 更 可 能 是 新 合成 的 。 


式 。 为 了 正确 的 组 装 核 小 体 ， 有 必要 将 盐 浓 度 提高 到 非常 高 的 水 平 (大 于 lmolL NaCl), 
然后 再 在 数 小 时 内 缓慢 降低 浓度 。 尽 管 提高 盐 浓 度 有 助 于 核 小 体 组 装 的 离 体 研究 (如 前 面 
讨论 的 对 核 小 体 结构 的 研究 )， 但 在 体内 核 小 体 的 组 装 并 不 涉及 盐 浓 度 的 升 高 。 

在 生理 盐 浓度 下 对 核 小 体 组 装 的 研究 鉴定 出 一 些 能 指导 组 蛋白 在 DNA 上 组 装 的 因 
了 于。 这 些 因 于 是 市 负电 和 荷 的 蛋白 质 ， 与 H3. H4 四 聚 体 或 H2A。H2B 二 聚 体形 成 复合 
体 〈 表 7-9)， 并 护送 它们 到 核 小 体 组 装 的 位 置 。 由 于 这 些 因 子 可 以 避免 组 蛋白 与 DNA 
发 生 无 效 的 相互 作用 ， 因 此 被 称 作 组 蛋白 伴侣 (histone chaperone) (图 7-44), 


7-9 组 蛋白 伴侣 的 特征 


名 称 亚 基数 目 结合 组 蛋白 与 滑动 夹 是 否 相互 作 用 
CAF-1 4 H3 « H4 是 


HIRA 4 H3 • H4 T 
RCAF ] Η3«Η4 το 
ΝΑΡ-Ι l ΗΖΑ » H2B T 


核 小 体 的 组 装 。 191 。 
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新 的 组 蛋白 : Db κ. 
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图 7-43 亲 代 Π3 . Η4 四 聚 体 的 遗传 有 heel : À 
助 于 染色 质 状态 的 遗传 。 染 色 体 复制 后 ， E 
父 代 H3 + H4 四 聚 体 的 分 配 导致 子 代 染 he 
色 体 获得 了 与 亲 代 相同 的 修饰 。 这 些 修 
饰 具有 导入 相同 修饰 酶 的 能 力 ， 有 助 于 
将 相同 的 修饰 状态 正确 传递 到 两 个 子 代 
染色 体 。 为 简便 起 见 ， 图 中 显示 在 组 蛋 
白 核心 区 的 乙酰 化 。 事 实 上 ， 这 种 修饰 
一 般 发 生 在 组 蛋白 的 N 端 尾 。 


ο 
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图 7-44 染色 质 组 装 因子 有 助 于 核 小 体 的 组 装 。 复 制 叉 经 过 后 ， 染 色 质 组 装 因子 伴随 游 
离 的 H3。H4 四 聚 体 (如 CAF-1) 和 H2A « H2B Rik (NAP-1) 到 新 复制 DNA 的 
位 点 。 一 旦 到 了 新 复制 的 DNA 上 ， 这 些 因子 即将 其 结合 的 组 蛋白 转移 给 DNA。CAF1 
因子 通过 与 DNA 滑动 夹 的 相互 作用 被 引导 到 新 复制 的 DNA E. 这 些 环 状 的 辅助 复制 
因子 环绕 DNA， 当 复制 义 移动 时 可 从 复制 机 器 上 释放 。 有 关 更 为 详细 的 DNA 滑动 夹 及 
其 在 DNA 复制 中 的 功能 将 在 第 8 章 讲述 。 


组 合 日 伴侣 是 如 何 指导 在 新 的 DNA 合成 位 置 进行 核 小 体 的 组 装 呢 ? 对 组 蛋白 
H3。H4 RATHI CAF-1 的 研究 揭示 了 一 个 可 能 的 答案 。 由 CAF-1 指导 的 核 小 体 的 
2H ee tis SHE DNA 正在 复制 ， 因 此 ， 正 在 复制 的 DNA 以 某 种 方式 被 标记 ， 用 于 核 小 体 
WER. ARE, DNA 复制 完成 后 这 种 标记 就 逐渐 消失 。 对 依赖 于 CAF-1 的 组 装 
的 研究 表明 ， 这 个 标记 是 一 种 叫做 PCNA PYRE oh de ES. 正如 将 在 第 8 章 详 细 讨 
论 的 一 样 ，PCNA 形成 一 个 环绕 着 DNA 双 螺 旋 的 环 ， 在 DNA 合成 过 程 中 将 DNA R 
合 酶 固定 在 DNA 上 。 当 聚合 酶 作用 完成 后 ，PCNA H DNA 聚合 酶 上 释放 ， 但 仍 与 
DNA 相连 。 在 这 种 情况 下 ，PCNA 能 与 其 他 蛋白 质 发 生 作 用 。CAF-1 与 释放 的 PCNA 
ΠΠ» TAK H3。H4 四 聚 体 组 装 到 与 PCNA 结合 的 DNA 上 。 因 此 ， 通 过 与 DNA 复 
制 机 制 上 的 一 个 成 分 结合 ，CAF-1 被 指导 而 在 新 复制 的 DNA 位 点 组 装 核 小 体 。 


小 结 
SS 


在 细胞 中 ，DNA 被 组 织 成 大 的 结构 ， 称 为 染色 体 。 尽 管 DNA 是 染色 体形 成 的 基 
础 ， 但 是 每 条 染色 体 的 一 半 由 蛋白 质 构成 。 染 色 体 可 能 是 线性 的 或 环 状 的 ， 但 每 个 细胞 
有 特定 数目 的 染色 体 和 染色 体 组 成 。 我 们 现在 已 经 知道 了 几 千 种 生物 体 完整 的 基因 组 序 
列 。 这 些 序列 显示 每 个 生物 染色 体 上 的 DNA 以 不 同 的 效率 来 编码 蛋白 质 。 简单 的 生物 
使 用 绝 大 多 数 的 DNA 编码 蛋白 质 ， 然 而 ， 较 复杂 的 生物 仅 用 一 小 部 分 DNA 编码 蛋白 
质 或 RNA。 


当 细胞 分 裂 时 ， 细 胞 必须 精确 维持 其 染色 体 的 组 成 。 每 个 染色 体 必须 含有 在 细胞 分 
错时 指导 染色 体 维持 的 DNA 元 件 。 所 有 的 染色 体 必 须 有 一 个 或 多 个 复制 起 始 位 点 。 在 
真 核 细 胞 中 ， 着 丝 粒 在 染色 体 分 离 过 程 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 ， 而 痪 粒 帮 助 保 护 和 复制 
线性 染色 体 的 末端 。 在 细胞 分 裂 过程 中 ， 真 核 细胞 精细 地 将 染色 体 的 复制 和 分 离 过 程 分 
开 。 染 色 体 的 分 离 有 两 种 方式 。 在 有 丝 分 裂 过 程 中 ， 一 种 高 度 特 化 的 机 制 确保 每 个 复制 
的 染色 体 的 一 个 拷贝 传递 到 每 个 子 代 细胞 中 ; 在 减 数 分 裂 过 程 中 ， 额外 的 一 轮 染 色 体 分 
K (BA DNA 复制 ) 进一步 减少 了 子 代 细 胞 中 染色 体 的 数目 。 

其 核 DNA 及 其 相关 和 蛋白质 的 结合 域 染色 质 。 染 色 质 的 基本 单位 是 核 小 体 ， 由 各 两 
搁 由 的 核心 组 蛋白 CH2A, H2B, H3, H4) 和 大 约 147bp 的 DNA 构成 ， 这 个 蛋白 质 - 
DNA 复合 物 在 细胞 中 有 两 个 重要 的 功能 : 压缩 DNA 以 适应 细胞 核 的 大 小 和 限制 DNA, 
的 多 接近 性 。 细 胞 广泛 地 利用 后 一 种 功能 来 调控 许多 不 同 的 DNA 功能 ， 包括 基因 
表达 ，。 

核 小 体 的 原子 结构 显示 DNA 盘 绕 在 圆 盘 状 的 组 蛋白 核心 外 大 约 1.7 BB DNA 和 
组 集 日 的 相互 作用 非常 广泛 ,但 都 没有 碱 基 的 特异 性 。 这 些 相 互 作 用 的 特点 解释 了 
DNA 绕组 焦 白 八 聚 体 的 弯曲 和 几乎 所 有 DNA 序列 最 终 组 装 进 核 小 体 的 能 力 ， 这 个 结 
构 也 揭示 了 组 蛋白 N 端 尾巴 的 位 置 及 其 指导 DNA 进出 核 小 体 的 路 径 。 

~H DNA 组 小 成 核 小 体 ， 它 有 能 力 形成 更 复杂 的 结构 来 进一步 压缩 DNA。 第 五 
MAA Hl 有 助 于 这 个 过 程 的 完成 。H1 通过 与 结合 在 核 小 体 上 的 DNA 结合 ， 使 得 
DNA 更 夫 密 地 盘 绕 在 八 聚 体 上 。 一 种 更 为 压缩 的 染色 质 形式 ，30nm 纤 丝 ， 是 由 结合 
有 H1 的 核 小 体 束 有 序 排列 构成 。 这 个 结构 比 DNA 仅仅 形成 核 小 体 更 具有 抑制 性 .已 
有 的 证 据 表 明 ， 形 成 这 种 结构 的 DNA 与 参与 DNA 枝 录 的 酶 或 蛋白 质 的 易 接 近 性 显著 
降低 。 

在 核 小 体 中 DNA 与 组 蛋白 的 结合 是 动态 的 ， 人 允许 DNA 结合 蛋白 间歇 地 靠近 
DNA。 核 小 体重 塑 复 合 物 通过 增加 核 小 体 的 可 移动 性 来 增加 核 小 体 上 的 DNA 的 易 接 近 
性 。 可 观察 到 2 种 运动 方式 : 组 蛋白 八 聚 体 沿 DNA 的 滑动 以 及 组 蛋白 八 聚 体 从 一 个 
DNA 宛 整地 转移 到 另 一 个 DNA 分 子 。 这 些 复合 体 定位 于 基因 组 的 特定 区 域 ， 以 便于 
染色 质 易 接近 性 的 改变 。 某 些 核 小 体 被 限定 在 基因 组 的 固定 位 置 上 ， 称 作 “EM”. I 
小 体 的 定位 由 DNA 结合 蛋白 或 特殊 的 DNA 序列 所 指导 。 

HEA N 端 尾巴 的 修饰 也 可 以 改变 染色 质 的 易 接 近 性 。 修 饰 的 类 型 包括 赖 氨 酸 的 
忆 酰 化 和 甲 基 化 及 丝氨酸 的 磷酸 化 。N 端 尾 巴 的 乙酰 化 经 常 发 生 于 基因 表达 的 活路 区. 
这 些 修饰 既 改 变 了 核 小 体 自身 的 特性 ， 也 作为 蛋白 质 的 结合 位 点 ， 由 此 影响 染色 质 的 易 
接近 性 。 这 些 修饰 也 会 招集 具有 相同 修饰 作用 的 酶 ， 对 相 邻 核 小 体 进行 相似 的 修饰 。 这 
可 能 使 染色 体 复 制 时 被 修饰 的 核 小 体 / 染 色 质 的 区 域 得 以 稳定 地 传递 。 

DNA 复制 后 ， 核 小 体 立 即 被 组 装 ，DNA 呈 未 被 包装 状态 的 存在 时 间 极 短 。 这 小 及 
特定 的 组 蛋白 伴 倡 的 功能 ， 这 些 组 蛋白 伴侣 护送 Η3 « H4 四 聚 体 和 H2A . HOB 二 聚 体 
到 达 复 制 又 。 在 DNA 的 复制 过 程 中 ， 核 小 体 暂 时 解体 。 组 蛋白 H3 H4 四 聚 体 和 
Hz 人 A。H2B 二 只 体 被 随机 地 分 配 到 任 一 子 代 分 子 中 。 一 般 来 说 ， 每 个 新 的 DNA 分 子 
中 有 一 半 旧 的 和 一 半 新 的 组 蛋白 。 这 样 ， 两 组 染色 体 都 承继 了 修饰 的 组 蛋白 ， 这 些 修饰 
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基因 组 结构 、 染 色 体 、 染 色 质 和 核 小 体 


的 组 重 日 然后 作为 “种 子 ”， 使 邻近 的 组 蛋白 发 生 相似 的 修饰 。 
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«Ὁ: DNA 的 复制 


本 章 概要 当 DNA 双 螺 旋 被 揭示 的 时 候 ， 最 令 
| 生物 学 家 振奋 的 是 DNA 多 聚 核 背 酸 互 绕 
DNA 合成 的 化 学 基础 链 上 碱 基 之 间 的 互补 性 。 似 乎 很 难 想像 这 


种 互补 性 的 结构 会 不 被 用 作 DNA 复制 的 


基础 。 事 实 上 ， 正 是 DNA 的 结构 所 揭示 
DNA 来 合 酶 的 作用 机 制 出 的 自身 互补 性 质 ， 才 最 终 使 生物 学 家 们 
Γ 接受 了 Oswald T. Avery 的 论断 ， 即 遗 
复制 又 传 信息 的 载体 是 DNA， 而 不 是 某 种 形式 

的 蛋白 质 (第 2 章 )。 
DNA 育 合 酶 的 特 化 当 讨 论 模 板 如 何 作 用 的 时 候 ， 我 们 强 
调 两 个 具有 相同 表面 的 基 团 不 会 相互 吸引 
复制 又 上 的 DNA 合成 (3562); 相反 ， 具 有 相反 形状 或 电荷 基 
᾿ 团 之 间 的 吸引 则 容易 得 多 。 因 此 ， 无 需 任 
何 结构 上 的 认识 ， 也 能 猜测 到 像 基 因 这 样 
iiia aonta 复杂 的 分 子 不 可 能 直接 被 复制 ， 相 反 ， 复 


制 会 涉及 形成 具有 形状 上 互补 的 分 子 ， 并 


AAMER: RFRA Zl 。 作为 复制 的 模板 。 因此， 在 对 蛋白 质 丰 术 


起 恕 位 点 的 选择 和 激活 酸 结构 取得 详尽 的 认识 之 前 ， 一 些 遗 传 学 
家 曾 怀疑 DNA 是 否 作为 某 一 特定 蛋白 质 
结束 复制 的 模板 ， 而 此 蛋白 质 反 过 来 也 是 相应 

DNA 的 模板 。 


但 是 目 DNA 自身 互补 的 性 质 被 揭示 后 ， 关 于 蛋白 质 模板 可 能 参与 DNA 复制 的 观 
太 很 快 就 被 否定 了 。 人 们 很 容易 就 推测 到 每 个 亲 代 DNA 分 子 双 链 中 的 任 一 条 链 都 可 作 
为 模板 形成 子 代 DNA 分 子 的 互补 链 。 尽 管 这 个 假设 一 经 提出 就 被 认为 是 最 合理 可 行 
的 ， 但 是 仍 需 有 实验 的 支持 。 令 人 高 兴 的 是 ， 在 DNA 双 螺 旋 结构 发 现 后 的 5 年 内 ， 就 
有 明确 的 证 据 显 示 DNA 在 复制 过 程 中 发 生 了 互补 链 的 分 离 ( 见 第 2 章 对 Meselson 和 
Stahl 实验 的 讨论 )， 而 且 有 切实 的 酶 学 证 据 显 示 单 独 的 DNA 就 可 作为 新 DNA 链 合成 
的 模板 。 

从 采种 意义 上 讲 ， 这 些 结果 使 基因 如 何 复制 的 问题 得 到 了 解答 ;但 从 另 一 种 意义 上 
讲 ， 对 DNA 复制 的 研究 才刚 刚 开 始 。 正 如 我 们 将 在 本 章 中 所 看 到 的 那样 ， 即 使 最 简单 
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的 DNA 分 于 ， 其 复制 也 是 一 个 复杂 的 、 多 步骤 的 过 程 。 此 过 程 中 所 涉及 的 酶 ， 比 最 初 
在 第 一 个 DNA 聚合 酶 发 现 后 所 预计 的 要 多 很 多 。 真 核 细胞 中 大 的 线性 染色 体 的 复制 ， 
则 更 为 复杂 。 这 些 染 色 体 的 复制 需要 很 多 复制 起 始 位 点 ， 以 严格 的 时 相 方式 合 成 完整 的 
染色 体 ， 而 且 ， 复制 的 起 始 必须 在 精确 的 协调 控制 下 ， 以 确保 所 有 序列 都 仅仅 复制 一 
次 。 此 外 ， 保 守 性 的 DNA 复制 不 能 完全 复制 染色 体 示 端 ( 端 粒 )， 细 胞 必须 形成 一 套 
新 的 方式 来 保持 这 部 分 染色 体 的 完整 性 。 

本 曹 将 首先 讲述 DNA 合成 的 化 学 基础 以 及 催化 此 反应 酶 的 功能 ， 然 后 再 讨论 在 一 
条 完整 的 染色 体 上 DNA 的 合成 是 如 何在 复制 叉 上 起 始 的 。 在 这 些 位 点 上 的 DNA 复制 
需要 一 系列 额外 的 和 绰 日 质 。 本 草 最 后 部 分 将 着 重 于 DNA 复制 的 起 始 和 终止 。 在 所 有 细 
胞 中 ，DNA 的 复制 都 受到 严格 的 控制 ， 而 复制 起 始 是 受 调控 的 步 又。 我 们 将 描述 复制 
起 始 集 日 是 如 何在 基因 组 上 被 称 为 复制 起 始 位 点 的 特定 位 点 处 解 开 DNA 双 螺 旋 的 。 总 
Z, DNA 复制 涉及 的 和 绰 白 质 体系 向 人 们 展示 了 一 个 复杂 的 机 制 ， 其 以 令 人 惊叹 的 速度 、 
准确 性 和 完整 性 精确 执行 着 DNA 复制 这 一 重要 的 生物 学 过 程 。 


DNA 合成 的 化 学 基础 


DNA 合成 需要 脱氧 核 鞋 三 磷酸 和 引物 -模板 接头 


进行 DNA 的 合成 ， 必 须 具 备 2 个 关键 的 底 物 。 首 先 ， 新 的 合成 需要 4 种 脱氧 核 苷 
三 磷酸 一 一 dGTP、dCTP、dATP、dTTP (图 8-1α). 。 核 苷 三 磷酸 通过 2'- 脱 氧 核糖 上 
的 5 Pee Be 3 个 磷 酰 基 团 。 最 内 侧 的 磷 栈 基 团 〈 最 靠近 脱氧 核糖 的 基 团 ) 称 为 w- 磷 
Re. MPa AY “ΠΒ. SE ALAS PRA BA y-BERR . 

DNA 合成 第 二 个 重要 的 底 物 是 一 具有 特定 排列 的 单 链 DNA 或 双 链 DNA (图 
8-1b) ， 称 为 引物 -模板 接 涉 (primer-template junction) 。 恰 如 其 名 ， 引 物 -模板 接头 有 2 
个 重要 的 元 件 。 模 板 提供 指导 所 有 互补 脱氧 核 苷 酸 添加 的 单 链 DNA。 引 物 是 与 模板 互 
补 但 比 模板 短 的 一 小 段 序列 。 引 物 还 必须 有 一 个 与 模板 单 链 区 毗邻 的 暴露 的 3 -OH。 当 
新 核 背 酸 加 入 时 此 3 -OH 使 链 得 以 延伸 。 


a b αι ΒΚ 


图 8-1 DNA 合成 所 需 的 底 物 。a. 2 -脱氧 核糖 核 苷 三 磷酸 的 常规 结构 。o、B- 和 Y- 磷 酸 的 位 置 被 标示 。b. 引物 - 
模板 接头 的 常规 结构 。 较 短 的 引物 与 较 长 的 DNA 链 完全 退火 ， 而 且 它 必须 有 与 模板 单 链 DNA 区 毗邻 的 游离 的 
3 -OH; 较 长 的 DNA 链 有 一 个 与 引物 退火 的 区 域 和 一 个 毗邻 的 单 链 DNA 区 ， 此 区 作为 DNA 合成 的 模板 。 新 
DNA 的 合成 使 引物 的 3 端 得 到 延伸 。 
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一 般 而 言 ， 只 有 引物 -模板 接头 的 引物 部 分 才 是 DNA 合成 的 底 物 ， 这 是 因为 在 
DNA 合成 过 程 中 只 有 引物 被 化 学 修饰 。 模 板 仅 提供 选择 哪 种 核 苷 酸 进 行 添加 的 必要 的 
信息 。 然 而 ， 对 所 有 DNA 合成 而 言 ， 引 物 和 模板 都 是 不 可 缺少 的 。 


DNA 通过 引物 3 端的 延伸 进行 合成 


DNA 合成 要 求 新 链 通过 引物 3 端的 延伸 而 生长 (图 8-2). 。 事 实 上 ， 这 是 RNA 和 
DNA 合成 共同 的 性 质 。SN2 反应 中 形成 磷酸 二 酯 键 。 在 此 反应 中 ， 引 物 链 3' 端 的 羟基 
基 团 攻击 引入 的 核 苷 三 磷酸 的 w- 磷 酰基 基 团 ， 离 去 的 基 团 是 焦 磷 酸 。 它 是 核 苷 酸 底 物 
释放 B- 和 7 磷酸 所 产生 的 。 


XTP+(XMP) 一 (XMP) ,+ (6) ~® 


Hoe ο hee ΝῊ he he TAG Qe De De ΚΝ 


8-2 DNA 合成 的 机 制图 。DNA HBA dNTP 的 磷酸 的 亲 核 攻击 引发 。 这 导致 引入 的 引物 3' 端 延伸 一 
个 核 苷 酸 并 释放 一 个 焦 磷 酸 分 子 。 焦 磷酸 很 快 被 焦 磷 酸 酶 水 解 成 2 个 磷酸 分 子 。 


模板 链 指导 4 种 核 彰 三 磷酸 的 添加 。 与 模板 链 碱 基 配 对 的 核 苷 三 磷酸 非常 容易 被 添 
加 到 引物 链 上 。 注 意 双 螺旋 的 两 条 链 为 反 向 平行 的 走向 。 这 种 结构 意味 着 DNA 合成 的 
模板 链 有 与 DNA 生长 链 相 反 的 走向 。 


焦 磷 酸 水 解 是 DNA 合成 的 驱动 力 


单个 核 芽 酸 添加 到 长 度 为 n 的 多 聚 核 背 酸 生 长 链 上 可 用 下 面 的 反应 来 表述 . 
XTP + (XMP), — (XMP), +@®~® 
但 是 此 反应 的 自由 能 非常 小 (AG 二 一 3. 5 kcal/mol), 那么 核 苷 酸 多 聚 化 形成 DNA 的 
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驱动 力 是 什么 呢 ? 额 外 的 自由 能 由 焦 磷酸 酯 酶 将 焦 磷 酸 快速 水 解 成 2 个 磷酸 基 团 来 提供 ， 
P~P—2P,; 
AZT ORAS TIM A BA TK AE 2 个 高 能 磷酸 键 的 断裂 。 因 此 ，DNA 合成 是 
个 三联 反应 ， 其 全 反应 为 
XTP + (XMP), 一 (XMP),, 十 2Ρ, 
这 是 一 个 极 易 发 的 反应 ， 其 AG 为 一 7kcal/mol， 相对 应 的 平衡 常数 Ka) AH 
10 。 如 此 高 的 Ks 意味 着 DNA 合成 反应 是 完全 不 可 逆 的 。 


DNA R ARAJE ΠΗ HL E 


DNA 聚合 酶 用 一 个 活性 位 点 催化 DNA 的 合成 


DNA 合成 由 DNA 聚合 酶 (DNA polymerase) 催化 。 与 大 多 数 对 一 个 反应 就 有 一 
个 活性 位 点 的 酶 不 同 ，DNA 聚合 酶 用 一 个 活性 位 点 来 催化 任意 4 种 脱氧 核 苷 三 磷酸 的 
WI. DNA 聚合 酶 通过 利用 A : TA G: C 碱 基 对 几乎 相当 的 几何 尺寸 来 达到 其 催化 
的 灵活 性 (注意 DNA 螺旋 的 尺寸 与 DNA 序列 基本 无 关 ) 。 
DNA 育 合 酶 监视 引入 核 苷 酸 形成 A:T 或 G: C 碱 基 对 的 能 力 ， 而 不 是 检测 进入 
活性 位 点 的 是 何 种 核 苷 酸 (图 8-3)。 只 有 在 形成 正确 的 碱 基 对 的 情况 下 ， 引 物 的 3-OH 
a 正确 的 碱 基 对 b 不 正确 的 碱 基 对 


图 8-3 DAN 聚合 酶 催化 核 萌 酸 添加 需要 正确 配对 的 碱 基 。a. 引物 3-OH 端 对 正确 配对 的 dNTP 进攻 的 示意 图 。 
b. DNA 聚合 酶 对 不 正确 碱 基 配 对 催化 结果 的 示意 图 。 如 图 所 示 ， 不 正确 的 A : A 碱 基 对 使 引入 核 苷 酸 的 a- 磷 酸 错 
位 。 这 种 不 正确 的 排列 极 大 地 降低 了 催化 速率 ， 导 致 DNA 聚合 酶 优先 添加 正确 配对 的 dNTP, (来 源 ，Based on 
Brautigan C. A. and Steitz T. A, 1998. Structural and functional insights provided by crystal structures of DNA poly- 
merase. Curr. Opin. Structural Biology 8: 60, Fig 4, d. © Elsevier, ) 
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和 在 最 佳 催化 位 置 上 的 引入 核 苷 三 磷酸 的 a- 磷 酸 才 能 发 生 催化 反应 。 不 正确 的 碱 基本 
对 因为 使 底 物 处 于 不 利于 催化 的 排列 ， 使 得 核 苷 酸 的 添加 效率 显著 降低 (图 8-32), 3X 
定 一 个 动力 学 选择 性 的 实例 。 其 中 ， 酶 对 几 种 可 能 的 底 物 具有 催化 选择 性 ， 只 有 当 正 确 
的 帮 物 存在 时 ， 共 价 键 形成 的 速率 才 显 著 增加 。 事 实 上 ， 错 误 核 苷 酸 挫 入 的 速率 是 碱 基 
配对 正确 时 的 迭 入 速率 的 1/10 000。 通 常 监视 新 DNA 合成 的 方式 描述 如 框 8-1， 核 素 
挫 人 法 能 够 被 用 来 测定 核 苷 酸 和 蛋白质 合 成 。 

DNA RAMIZA ΞΒΉΝΣ (rNTP) 与 脱氧 核糖 核 苷 三 磷酸 (ANTP) 显示 出 
令 人 惊异 的 分 辨 能力。 虽然 在 细胞 中 rNTP HE dNTP 的 浓度 要 高 约 10 倍 ， 但 它们 掺 入 
的 速率 却 是 dNTP 的 1/1000。 这 种 分 辨 能 力 是 通过 将 rNTP 立体 排斥 在 DNA 聚合 酶 活 
性 位 点 之 外 而 达到 的 (图 8-4). ΤΕΡΝΑ 聚合 酶 中 ， 核 苷 酸 结合 口袋 非常 小 ， 不 能 容纳 
引入 核 车 酸 上 的 2 -OH。 此 空间 被 2 个 与 糖 环形 成 范 德 华 接触 的 氨基 酸 占据 。 有 趣 的 
证， 将 这 些 氨基 酸 换 成 其 他 较 小 侧 链 的 氨基 酸 〈 如 将 谷 氨 酸 换 成 丙 氨 酸 )， 则 DNA $% 
合 酶 对 dNTP 和 rNTP 的 分 辩 率 显著 降低 。 符 合 DNA 聚合 酶 一 些 要求 但 不 是 所 有 要 求 
的 核 车 酸 能 够 阻止 DNA 聚合 反应 的 延伸 。 这 些 核 苷 酸 也 代表 了 一 类 用 于 治疗 癌症 和 病 
毒 感染 的 药物 。( 见 框 8-2， 抗 癌 ， 抗 病毒 药物 靶 向 DNA 复制 ) 


a b 


DNA 聚合 酶 


8-4 空间 位 阻 阻 止 DNA 聚合 酶 催化 反应 使 用 rNTP。a. 正确 碱 基 配 对 的 dNTP 结合 到 DNA 聚合 酶 上 ， 在 此 
条 件 下 ， 引 物 的 3 -OH 与 dNTP 的 -磷酸 紧密 靠近 。b. 增加 2'-OH 引起 对 核 苷 酸 结合 口袋 内 氨基 本 [分 辨 器 
(discriminator) 氨基 酸 ] 的 空间 碰撞 。 导 致 dNTP 的 a- 磷 酸 错 位 ， 以 及 与 引物 3 -OH 的 定位 偏差 (misalign- 
ment)， 极 大 地 降低 了 众 化 的 速率 。 
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DNA 聚合 酶 的 作用 机 制 « 201. 
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DNA 聚合 酶 的 作用 机 制 « 203 。 


DNA 聚合 酶 像 手 一 样 握 住 引物 : 模板 接头 


关于 DNA 聚合 酶 如 何 催化 DNA 合成 的 分 子 解释 ， 来 自 于 对 各 种 与 引物 -模板 接头 
结合 的 DNA 聚合 酶 的 原子 结构 的 研究 。 这 些 结构 揭示 了 DNA 底 物 位 于 一 个 大 的 、 形 
似 一 只 半 握 的 右手 的 裂缝 之 中 〈 图 8-5) 。 依 据 对 手 的 类 比 ， 聚 合 酶 的 3 个 结构 域 被 称 为 
拇指 、 手 指 和 手掌 。 

FER HT 8 折 番 片 构成 ,含有 催化 位 点 的 基本 元 件 ， 尤 其 是 DNA 聚合 酶 的 这 
ARES 2 个 二 价 金属 离子 (通常 是 Mg 或 Znz+ )， 可 以 改变 正确 碱 基 配 对 的 
dNTP 和 引物 3 -OH 周围 的 化 学 环境 (图 8-6)。 一 个 金属 离子 降低 3’ ΟΗ 对 其 氧 的 亲 
和 力 ， 这 会 产生 一 个 准备 对 引入 dNTP 上 u- 磷 酸 进行 亲 核 攻击 的 3O- 第 二 个 金属 离 
T5 dNTP 的 B-A 六 磷酸 负电 荷 协 同 作 用 ， 稳定 由 引物 和 引入 核 苷 酸 连 接 在 一 起 时 所 
产生 的 焦 磷酸 。 

除了 在 催化 中 的 作用 外 ， 手 掌 域 还 负责 检查 最 新 加 入 的 核 苷 酸 碱 基 配 对 的 准确 性 
聚合 酶 的 这 一 区 域 与 新 合成 DNA 小 沟 中 的 碱 基 对 形成 大 量 的 氢 键 . 这 种 接触 虽 无 碱 基 
特异 性 ， 但 是 只 有 在 新 添加 的 核 苷 酸 BREE MEM aR) 碱 基 配对 正确 的 时 候 
才 形 成 。 此 区 域 中 错误 配对 的 DNA 使 催化 活性 显著 降低 。 变 慢 的 催化 反应 和 对 新 合成 
DNA 降低 的 亲和力 共同 使 引物 -模板 从 聚合 酶 活性 位 点 上 脱离 下 来 ， 并 结合 到 聚合 酶 上 
的 一 个 独立 的 具 校 对 功能 的 核酸 酶 的 活性 位 点 上 。 
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图 8-5 DNA 聚合 酶 的 三 维 结构 类 似 于 一 只 右手 。a. 图 示 DNA 聚合 酶 与 引物 -模板 接头 结合 。 手 指 、 拇 指 和 
FEC inh. BAMA DNA 与 手掌 相连 ，DNA 催化 位 点 位 于 手指 和 拇指 之 间 的 裂 颖 中 。 模 板 链 的 单 链 区 
强烈 弯曲 ， 不 从 拇指 和 手指 之 间 穿 过 。b. 类 似 的 T7 DNA RAMS DNA 结合 的 图 示 。DNA 用 填充 (space 
filling) 方式 表示 ， 午 白质 用 条 带 (ribbon) 方式 显示 。 手 指 和 拇指 由 a 螺旋 构成 ， 手 掌 因 为 DNA 的 遮挡 而 
看 不 见 。 引 入 的 dNTP 显示 为 红色 〈 碱 基 和 脱氧 核糖 ) 和 黄色 (三 磷酸 部 分 )。DNA 模板 链 显示 为 黑 灰 色 ， 
引物 链 显 示 为 银灰 色 。(Doublie S., Tabor S., Long A. M., Richardson C. C., and Ellenberger Τ. 
1998. Nature 391:251. ) 镜 像 图 用 BobScript,MolScript 和 Raster 3D 制作 。 


手指 域 和 拇指 域 的 作用 是 什么 ?手指 域 对 催化 也 很 重要 。 手 指 域 中 的 几 个 残 基 可 与 
引入 的 dNTP 结合 。 更 重要 的 是 ,一 旦 引入 的 dNTP 与 模板 之 间 形 成 正确 的 碱 基 配 对 ， 
手指 域 即 发 生 移动 ， 包 围 住 dNTP (图 8-7) 。 聚 合 酶 手 的 这 种 闭合 形式 可 以 使 引入 的 核 
甘酸 与 催化 性 的 金属 离子 密切 接触 ， 从 而 促进 催化 反应 。 
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8-6 ”与 DNA 聚合 酶 结合 的 两 个 金属 离子 催化 核 疹 酸 的 添加 。&a. 图 示 为 DNA 聚合 酶 的 活性 位 点 。 两 个 金属 
离子 (显示 为 绿色 ) 通过 与 两 个 高 度 保守 的 天 冬 氢 酸 残 基 的 相互 作用 被 固定 。 金属 离子 A 主要 与 3 -OH 相 作 
用 ， 使 得 O 和 五 之 间 的 连接 变 弱 。 这 产生 一 个 亲 核 的 3'0-， 金属 离子 B 与 引入 的 dNTP 的 三 磷酸 相互 作用 ， 
中 和 它 的 负电 荷 。 催 化 后 ， 焦 磷酸 产物 通过 与 金属 离子 B 类 似 的 相互 作用 得 到 稳定 (RER). b. 金属 离子 与 
DNA 聚合 酶 、 引 物 3 -OH 问 以 及 引入 核 苷 酸 的 相互 作用 的 活性 位 点 处 的 三 维 结构 金属 离子 显示 为 绿色 ， 其 
他 元 件 的 颜色 同 图 8-5b。 本 处 所 示 的 聚合 酶 的 视角 ， 基本 等 同 于 将 图 8-5b 中 的 图 沿 DNA 螺旋 的 轴 旋 转 约 180° 
的 图 像 。(Doublie S. , Tabor S. , Long A. M. , Richardson C. C. , and Ellenberger T. 1998. Nature 391:251. ) 4% 
像 图 用 BobScript,MolScript 和 Raster 3D 制作 。 
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板 链 显示 为 黑 灰色 ; 两 个 催化 性 金属 离子 显示 为 绿色 ; 磷酸 显示 为 黄色 。(Doublie S., Tabor S., Long A. M. , 
Richardson C. C. , and Ellenberger T. 1998. Nature 391-251. ) 镜 像 图 用 BobScript、MolScript 和 Raster 3D 制作 。 
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手指 域 还 与 模板 区 结合 ， 使 模板 的 磷酸 二 酯 键 骨 可 在 活性 部 位 后 立即 产生 约 90° HY 
回 折 ， 此 弯曲 仅 使 催化 位 点 上 引物 后 第 一 个 模板 碱 基 暴 露 。 模 板 的 这 种 构象 避免 了 在 下 
一 个 核 甘酸 添加 时 可 能 会 造成 的 对 配对 的 模板 碱 基 选择 的 混淆 (图 8-8). 


图 8-8 模板 DNA Fit DNA 聚合 酶 的 路 径 示意 图 。 刚 合成 的 DNA 与 DNA 聚合 酶 的 手掌 域 结合 。 
在 活性 位 点 上 ， 模 板 单 链 区 的 第 一 个 碱 基 位 于 预计 将 合成 为 双 链 DNA 的 位 置 上 。 当 沿 着 模板 链 向 
其 5 端 行进 时 ， 磷 酸 二 酯 骨架 突然 90" 回 折 。 使 得 第 二 个 以 及 随后 所 有 的 单 链 碱 基 都 处 于 一 个 位 置 
上 ， 此 位 置 消除 了 与 活性 位 点 上 结合 的 dNTP 进行 碱 基 配对 的 所 有 可 能 。 


与 手指 域 及 手掌 域 不 同 的 是 ， 拇 指 域 与 催化 的 关联 不 紧密 ， 而 是 与 最 新 合成 的 
DNA 相互 作用 (图 8-9)。 这 有 两 个 目的 : 第 一 ， 维 持 引 物 以 及 活性 部 位 的 正确 位 置 ; 
第 二 ， 帮 助 维持 DNA 聚合 酶 与 其 底 物 之 间 的 紧密 连接 。 这 种 连接 有 助 于 DNA ΒΔΕ 
每 次 与 引物 -模板 接头 结合 时 ， 具 有 添加 许多 dNTP 的 能 力 。 

总 之 ，DNA 聚合 酶 将 核 苷 酸 添 加 到 DNA 生长 链 是 一 系列 有 序 的 事件 。 引 入 的 核 
甘酸 碱 基 与 模板 提供 的 下 一 个 碱 基 进 行 配 对 ， 这 种 作用 使 聚合 酶 的 “手指 ”在 碱 基 配 对 
的 dNTP 周围 财 合 。 聚 合 酶 的 这 种 构象 将 关键 的 催化 性 金属 离子 置 于 催化 下 一 个 磷酸 
二 酯 键 形成 的 位 置 上 。 碱 基 配 对 的 核 苷 酸 与 引物 的 结合 使 手指 重新 打开 ， 并 使 引物 - 模 
板 接头 移动 一 个 碱 基 ， 然 后 聚合 酶 准备 进行 下 一 次 的 添加 。 重 要 的 是 ， 这 些 事件 的 每 一 
步 都 由 引入 dNTP 与 模板 之 间 正 确 的 碱 基 配对 强烈 推动 。 


DNA 聚合 酶 是 一 种 延伸 酶 


DNA 聚合 酶 的 催化 是 快速 的 。DNA 聚合 酶 能 在 引物 链 上 每 秒 添 加 1000 个 核 苷 酸 。 
DNA 合成 的 速度 主要 取决 于 DNA 聚合 酶 的 延伸 能 力 。 延 伸 能 力 〈processivity) 是 酶 
处 理 多 聚 体 底 物 时 的 一 种 特性 。 对 于 DNA 聚合 酶 ， 其 延伸 能 力 定义 为 每 次 酶 与 引物 - 
模板 接头 结合 时 所 添加 核 苷 酸 的 平均 数 。 每 个 DNA 聚合 酶 都 有 其 特征 性 的 延伸 能 力 ， 
TEE KAT (IL RB 5000 多 碱 基 (图 8-9). 
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8-9 DNA 聚合 酶 以 延伸 方式 合成 DNA。 此 图 表示 延伸 性 DNA 聚合 酶 和 非 延伸 性 DNA 聚合 酶 之 间 的 差 
别 。 两 种 DNA 聚合 酶 都 与 引物 -模板 接头 结合 。 当 结合 时 ， 非 延伸 性 酶 在 引物 的 3 端 添 加 一 个 dNTP， 然 后 
从 新 的 引物 -模板 接头 释放 下 来 。 相 反 ， 延 伸 性 的 DNA 聚合 酶 与 模板 结合 一 次 ， 就 添加 很 多 dNTP. 


每 次 结合 添加 大 量 的 核 苷 酸 ， 使 DNA 合成 的 速率 显著 提高 。 聚 合 酶 与 引物 -模板 接头 
的 最 初 结合 是 限 速 步骤 。 典 型 的 DNA 聚合 酶 反应 中 ，DNA 聚合 酶 定位 并 结合 到 引物 - 模 
板 接 头 的 时 间 约 为 1s， 一 旦 结合 后 ， 核 苷 酸 的 添加 就 非常 迅速 了 (在 毫秒 范围 内 ) Auk. 
一 个 宛 全 非 延 伸 性 的 DNA 聚合 酶 每 秒 添加 约 1 个 碱 基 对 ;相反 ， 最 快 的 DNA 聚合 酶 通过 
保持 与 模板 的 结合 进行 多 轮 dNTP 的 添加 ， 速 度 可 达 每 秒 添加 1000 AREER. PRL. 高 延 
伸 性 的 聚合 酶 与 一 个 完全 非 延伸 性 的 酶 相 比 ， 其 DNA 合成 的 整体 速率 可 高 出 1000 倍 . 

DNA RA ΝΗΗ DNA 模板 滑行 的 能 力 有 利于 提高 延伸 能 力 。DNA 聚合 酶 一 日 与 引物 - 
异 板 接头 结合 ， 立 即 以 序列 非特 异 的 方式 与 DNA 的 大 部 分 双 链 区 域 紧密 作用 。 此 相互 作 
用 包括 磷酸 骨架 与 拇指 域 之 间 的 电子 静电 相互 作用 ， 以 及 DNA 小 沟 与 手掌 域 (如 上 所 
述 ) 之 间 的 相互 作用 。 此 相互 作用 无 序列 相关 性 ， 使 得 DNA 即使 在 与 聚合 酶 相 结合 后 也 
能 目 如 地 移动 。 每 次 引物 链 上 添加 一 个 核 背 酸 ，DNA 就 与 聚合 酶 部 分 脱离 (与 小 沟 之 间 
的 氧 键 断 裂 但 与 拇指 域 之 间 的 静电 相互 作用 仍 保持 )。 然 后 DNA 用 同样 的 序列 非特 异性 
机 制 ， 迅 速 地 在 移动 一 个 碱 基 对 的 位 置 上 与 聚合 酶 重新 结合 。 下 面 我 们 将 要 继续 讨论 ， 
DNA 聚合 酶 与 完全 包围 DNA 的 “滑动 夹 ”蛋白 之 间 的 相互 作用 ， 可 进一步 提高 延伸 能 力 。 


DNA 7ξ 6-85 49 ψΕ 75 « 209 。 


外 切 核酸 酶 校正 新 合成 出 的 DNA 


仅 依 菲 碱 基 配 对 的 几何 学 以 及 碱 基 间 互补 性 的 系统 ， 尚 无 法 达到 细胞 内 观测 到 的 极 高 
的 DNA 合成 精确 度 〈 约 每 添加 10” 个 碱 基 对 产 


κ i a DNA 合成 缓慢 或 无 DNA 合成 
生 一 个 错误 )。 影 响 DNA 聚合 酶 精确 度 的 主要 an 


因素 是 碱 基 偶 然 地 变换 成 “错误 ”的 互 变异 构 { ee 


体 〈 亚 氨基 或 烯 醇 ， 图 6-5)。 碱 基 的 这 种 变 构 体 个 
使 不 正确 的 碱 基 对 可 以 位 于 催化 中 正确 的 位 置 。 > λ 
如 我 们 现在 所 述 ， 校 正 过 程 可 纠正 这 种 错误 L aa 

DNA 合成 的 校正 是 通过 核酸 酶 去 除 不 正确 Ἢ «Της: 
碱 基 配 对 的 核 车 酸 来 实现 。 最 初 这 种 类 型 的 酶 被 
WHF DNA 聚合 酶 的 同一 类 多 肽 ， 现 在 则 称 为 
校正 外 切 核 酸 酶 (proofreading exonuclease)。 这 
类 酶 可 以 从 DNA 的 3' 端 ， 即 从 新 DNA 链 的 生长 
sna FT tia hE RR DNA, (只 能 从 DNA 末端 进行 降解 
的 酶 叫做 外 切 核 酸 酶 ， 而 能 在 DNA 链 中 部 切割 
的 核酸 酶 叫做 内 切 核酸 酶 。) 

最 初 ，3 外 切 核酸 酶 作为 DNA 聚合 酶 同 
一 多 肽 的 一 个 部 分 并 没 引 起 什么 关注 。 为 什么 
DNA 聚合 酶 需要 把 它 刚 刚 合 成 出 的 DNA 降解 
AME? 当 了 解 到 外 切 核 酸 酶 有 很 强 的 降解 含 错 
误 碱 基 对 DNA 的 倾向 时 ， 它 的 功能 就 变 得 清 
晰 了 。 这 样 ， 当 发 生 不 正确 核 苷 酸 被 添加 到 引 
物 链 这 种 罕见 的 情况 时 ， 校 正 外 切 核 酸 酶 可 将 
此 核 甘 酸 从 引物 链 的 3 端 除去 。 这 个 新 加 长 
DNA 的 “校正 ”给 了 DNA 聚合 酶 第 二 次 添加 
正确 核 苷 酸 的 机 会 。 

DNA 聚合 酶 向 不 正确 碱 基 配对 的 引物 附 
近 添 加 核 车 酸 的 能 力 降低 ， 从 而 加 强 了 对 错 配 
核 甘酸 的 去 除 。 因 为 与 手掌 域 相互 作用 差 ， 所 
Hie DNA 改变 了 3 -OH 和 引入 核 芽 酸 的 几 
何 构 象 。 与 添加 不 正确 配对 的 dNTP 使 催化 作 | 
η... η... κεν 
添加 速度 。 所 以 ， 当 添加 错 配 碱 基 时 ， 它 既 降 ΜΕΡΑ ας Ὁ CARE DNAN 


c 重新 进行 DNA 合成 


` ` -A $ A WO ο ~~ 
(AT RAT BRS ASE, HSH ΓΈΣΙΕΡΗ eter a ee ear eae egy. Ὁ 
核酸 酶 的 活性 蚀 配 核 车 酸 被 除去 后 ， 正 确 配对 的 DNA 与 DNA 
ὃ 聚合 酶 的 亲和力 恢复 ，DNA 合成 继续 进行 。( 


ο OF 
在 DNA 合成 时 ， 无 需 DNA 脱离 聚合 酶 ὑπ. Adapted from Baker T. A. and Bell S. P. 1998. 


Polymerase and the replisome: Machines within ma- 


即 可 进行 校正 (图 8-10). 当 错 配 的 碱 基 对 存 chines. Cell 92:296, Fig. 1b. © Elsevier. ) 
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在 于 DNA 聚合 酶 的 活性 位 点 时 ， 引 物 - 模 板 接头 会 不 稳固 ， 产 生 若 干 不 成 对 的 碱 基 
对 DNA, DNA 聚合 酶 对 错 配 碱 基 的 亲和力 降低 ， 但 核酸 外 切 酶 在 单 链 的 3 末端 增强 
了 10 倍 的 活性 因而 新 合成 的 未 配对 的 3 端 由 DNA 聚合 酶 活性 位 点 移 到 核酸 外 切 酶 
活性 位 点 ， 不 正确 的 核 苷 酸 被 外 切 酶 移 除 (其 余 的 额外 核 背 酸 也 被 移 去 ) 。 当 不 正确 
碱 基 对 被 去 除 后 ， 正 确 配对 的 引物 -模板 接头 滑 回 DNA 聚合 酶 的 活性 位 点 ，DNA 8 
成 继续 进行 。 

本 质 上 ， 校 正 外 切 核 酸 酶 就 像 键盘 上 的 “delete” 删除) 键 那样 工作 ， 它 只 能 把 
最 近 发 生 的 错误 去 除 掉 。 校 正 外 切 核 酸 酶 的 加 入 极 大 地 增加 了 DNA 合成 的 精确 度 。 平 
区 DNA 聚合 酶 每 添加 10’ 个 核 背 酸 就 会 插入 1 个 不 正确 的 核 苷 酸 。 校 正 外 切 核酸 酶 将 
不 正确 配对 碱 基 的 发 生 概率 降低 到 每 添加 10’ 个 核 苷 酸 出 现 1 次 。 此 错误 概率 仍 比 通常 
在 细胞 中 观察 到 的 实际 突变 概率 高 很 多 (每 添加 101° ΑΗ ΜΗΝ 1 次 错误 ) 。 这 部 分 
高 出 来 的 精确 度 是 由 第 9 章 所 述 的 复制 后 错 配 修复 过 程 实现 的 。 


复制 义 


复制 又 上 DNA 的 两 条 链 同 时 合成 


人 至此， 我 们 已 经 在 相对 模拟 的 条 件 下 讨论 了 DNA 的 合成 ， 即 在 引物 -模板 接头 处 
仅 产 生 一 条 DNA 新 链 。 然 而 在 细胞 中 ，DNA 双 链 的 两 条 链 是 同时 进行 复制 的 。 这 要 
求 将 双 螺 旋 的 两 条 链 分 开 以 形成 两 条 DNA 模板 。 刚 分 开 的 模板 链 与 未 复制 的 双 链 
DNA 之 间 的 连接 区 称 为 复制 义 (replication fork) (图 8-11)， 复制 义 向 着 未 复制 的 
DNA 双 链 区 域 连续 运动 ， 其 身后 留 下 指导 两 个 子 代 DNA 双 链 形成 的 两 条 单 链 DNA 
模板 。 

DNA 反 回 平行 的 性 质 给 在 复制 又 上 两 条 暴露 的 模板 同时 进行 复制 制造 了 难题 ， 因 
为 DNA 只 能 沿 着 3 端 进行 合成 ， 所 以 两 条 暴露 的 模板 中 仅 有 一 条 能 够 随 着 复制 叉 的 运 
动 进行 连续 的 复制 。 在 此 条 模板 链 上 ，DNA 聚合 酶 简单 地 尾随 着 复制 又 。 此 模板 指导 
下 新 合成 的 DNA 链 称 为 前 导 链 (leading strand), 

万 一 条 单 链 DNA 模板 指导 下 的 新 DNA 链 合成 遇 到 的 问题 较 多 ， 此 模板 指导 DNA 
聚合 酶 在 与 复制 叉 相 反 的 方向 上 和 运动。 此 模板 指导 的 新 ΝΑ 链 称 为 后 随 链 (lagging 
strand) 。 如 图 8-11 所 示 ， 此 条 DNA 链 必 须 以 不 连续 方式 进行 合成 。 

虽然 前 导 链 DNA 聚合 酶 在 模板 一 解 开 后 就 能 复制 ， 但 是 后 随 链 在 其 能 够 复制 之 
前 ， 必 须 等 复制 又 运动 并 暴露 出 足够 长 的 模板 后 才能 进行 合成 。 当 新 的 后 随 链 模板 暴露 
足够 长 度 后 ，DNA 合成 起 始 并 持续 至 它 抵达 后 随 链 DNA 的 上 一 个 新 合成 片段 的 5' 端 
ΜΕ. 

在 后 随 链 上 形成 的 新 链 DNA 短片 段 称 为 冈 崎 片段 (“Okazaki fragment) ， 其 在 细菌 
中 的 长 度 变化 为 1000 一 2000 “KHIR, FERRE POA 100~400 ZER., KAEB 
被 合成 出 来 后 ， 相 互 之 间 很 快 共 价 连 接 成 一 条 连续 的 完整 的 新 DNA 链 。 因 此 ， 冈 崎 片 
段 是 DNA 复制 中 短暂 的 中 间 产 物 。 


复制 又 。211 。 


HU ERE Μὲ 
运动 的 方向 


ες... 


后 随 链 聚 合 酶 运动 的 方向 
ΓΒ {|| DNA 未 复制 的 DNA 


图 8-11 复制 又 。 新 合成 的 DNA 表示 为 红色 ，RNA 引物 表示 为 绿色 。 为 了 方便 说 明 ， 所 示 的 冈 崎 片段 人 为 地 
缩短 了 。 在 细胞 中 ， 冈 崎 片段 在 100~ 1000bp 不 等 。 


DNA 新 链 的 起 始 需 要 一 条 RNA 引物 


如 上 所 述 ， 所 有 DNA 聚合 酶 均 需 要 带 有 游离 3-OH 的 引物 ， 它 们 不 能 够 从 头 启动 
新 DNA 链 的 合成 。DNA 新 链 的 合成 是 如 何 开始 的 呢 ? 为 了 完成 这 一 步 ， 细 胞 利用 了 
RNA 聚合 酶 具有 而 DNA 聚合 酶 没有 的 能 力 : 从 头 开始 合成 新 ΕΝΑ 链 。 引 物 酶 (Pri- 
mase) 古 一 种 能 在 单 链 DNA 模板 上 制造 短 RNA 引物 (5~10 PERK RE) 的 特殊 
的 RNA 聚合 酶 。 这 些 引物 随后 由 DNA 聚合 酶 进行 延伸 。 虽 然 DNA 聚合 酶 只 能 将 脱 
氧 核糖 核 苷 酸 添 加 到 DNA 中 ， 但 它们 用 与 DNA 模板 退火 的 RNA 引物 或 DNA 引物 都 
能 局 动 合成 。 

虽然 前 寻 链 和 后 随 链 都 需要 引物 酶 来 起 始 DNA 的 合成 ， 但 是 引物 酶 在 这 两 种 链 上 
工作 的 频率 却 相差 极 大 〈 图 8-11) 。 每 条 前 导 链 只 需要 一 条 ΕΝΑ 引物 ， 相 反 ， 后 随 链 
的 不 连续 合成 意味 着 每 个 冈 崎 片段 都 需要 新 引物 。 因 为 一 个 复制 又 可 复制 数 百 万 个 碱 基 
对 ， 所 以 后 随 链 的 合成 需要 数 百 至 数 千 冈 崎 片段 及 其 相关 的 RNA 引物 

5 mRNA, rRNA 和 tRNA 合成 中 涉及 的 RNA 聚合 酶 不 同 (第 12 音 )， 引 物 酶 不 
需要 用 特异 DNA 序列 来 起 始 新 RNA 引物 的 合成 。 

反而 ， 引 物 酶 侦 好 用 含有 一 个 特殊 的 三 聚 体 的 ssRNA 模板 来 起 始 RNA 的 合成 
(在 大 肠 杆 菌 引物 酶 中 的 为 GTA)。 有 意思 的 是 在 分 析 大 肠 杆菌 基因 组 序列 中 发 现 大 肠 
杆 冰 引物 酶 的 GTA 目标 序列 在 基因 组 分 中 过 量 表 达 ， 将 会 是 后 滞 链 DNA 合成 的 模板 ， 

引物 酶 的 活性 将 会 明显 增强 当 它 和 处 于 DNA 复制 又 的 DNA 解 螺旋 酶 结合 。 此 和 蛋 
日 质 在 DNA 复制 又 处 解 开 DNA 链 ， 产 生 可 以 被 引物 酶 作用 的 ssDNA 模板 ，DNA 解 
曝 旋 酶 将 在 下 面 详细 介绍 。 对 ssDNA 模板 和 另外 一 种 复制 又 蛋 白 的 结合 确保 了 引物 酶 
只 对 复制 又 处 的 解 链 DNA 具有 活性 。 
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完成 DNA 复制 必须 除去 RNA 引物 


要 完成 DNA 的 复制 ， 用 于 起 始 的 ΕΝΑ 引物 就 必须 被 除去 并 用 DNA 取而代之 
(图 8-12)。 对 RNA 引物 的 去 除 可 以 认为 是 DNA 
的 修复 ， 且 此 步骤 与 DNA 的 切除 修复 有 许多 相同 
的 性 质 ， 后 者 在 第 9 章 中 有 详细 阐述 。 

为 了 用 DNA 取代 RNA 引物 ，RNA W H 
(RNase H) 识别 并 除去 各 条 ΕΝΑ 引物 的 大 部 分 。 
此 酶 特异 性 地 降解 与 DNA 碱 基 配 对 的 ΕΝΑ (此 
处 ， 其 名 称 中 的 “H” 意 指 RNA-DNA 杂交 链 中 的 
来 交 )。 除 了 与 DNA 末端 直接 连接 的 核糖 核 苷 酸 
外 ，RNA {ΠΗ 可 除去 其 他 所 有 的 RNA 引物 。 这 
ZEA RNA 酶 H 只 能 断裂 2 个 核糖 核 车 酸 之 间 的 
键 。 最 后 一 个 核糖 核 苷 酸 是 由 从 5 端 降解 ΕΝΑ 或 
DNA 的 外 切 核酸 酶 除去 的 。 

RNA 引物 除去 后 在 双 链 DNA 中 留 下 的 缺口 ， 
形成 引物 -模板 接头 ， 这 是 DNA 聚合 酶 理想 的 底 物 
(图 8-12). DNA 聚合 酶 填补 此 缺口 直至 每 个 核 苷 
酸 都 碱 基 配对 ， 留 下 一 条 完整 的 DNA 分 子 (除了 

— 在 骨架 上 被 修复 链 的 3 -OH 和 5’ 磷酸 基 之 间 有 一 

图 8-12 从 新 合成 DNA 上 除去 ΕΝΑ 引物 。 处 断裂 ) DNA 上 的 这 个 “切口 ”被 称 为 DNA 连 

BUNA RNA 引物 去 除 过 程 中 ，RNase H, 5 接 酶 (DNA ligase) 的 酶 修复 。DNA 连接 酶 用 一 

为 灰色 ，RNA 引物 显示 为 绿色 ,新 合成 的 葵 5 REM 3 -OH 之 间 形 成 一 个 磷酸 二 酯 键 。 只 有 

代 RNA 引物 的 DNA 显示 为 红色 。 当 所 有 的 RNA 引物 都 被 替代 而 且 相 关 的 切口 均 被 
填充 后 ，DNA 的 合成 才 结 束 。 


DNA 解 旋 酶 在 复制 又 之 前 解 开 双 螺旋 


一 般 而 言 ，DNA 聚合 酶 解 离 双 链 DNA 的 两 条 碱 基 配 对 链 的 能 力 很 差 。 因 此 ,在 
FWE, HA DNA 解 旋 酶 (DNA helicase) 的 另 一 组 酶 催化 双 链 DNA 两 条 链 的 
分 离 。 这 些 酶 使 用 核 车 三 磷酸 (一般 为 ATP〉 水 解 的 能 量 结 合 到 单 链 DNA 上 ， 并 沿 着 
其 定 辣 移动 ， 以 去 除 任何 退火 到 其 所 结合 的 单 链 DNA 上 的 DNA 链 。 在 复制 叉 上 作用 
的 DNA 解 旋 酶 通常 是 环形 的 六 聚 体 蛋 白 (图 8-13). 。 这 些 环 形 的 蛋白 质 复合 体 环绕 着 
单 链 - 双 链接 头 附近 复制 叉 上 的 两 条 单 链 中 的 一 条 。 

3 DNA 聚合 酶 一 样 ，DNA 解 旋 酶 也 具有 延伸 性 。 在 每 次 与 底 物 结合 后 ， 就 可 解 
F DNA 上 的 多 个 碱 基 对 。 在 复制 叉 上 发 现 的 环形 六 聚 体 DNA 解 旋 酶 ， 因 为 环绕 着 
DNA 而 显示 有 高 度 的 延伸 能 力 。 因 此 ， 解 旋 酶 从 其 DNA 底 物 上 释放 下 来 需要 打开 六 
聚 体 重 日 环 ， 这 是 非常 罕见 的 。 换 句 话说 ， 解 旋 酶 只 有 当 它 到 达 其 环绕 的 DNA 的 末端 
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8-13 DNA 解 旋 酶 分 离 双 螺 旋 的 两 条 链 。 当 ATP 加 到 与 单 链 DNA 结合 的 DNA 
解 旋 酶 上 时 ， 解 旋 酶 在 单 链 DNA 上 以 一 定 的 极 性 运动 。 在 图 示例 中 ，DNA 解 旋 酶 
具有 5 一 3 极 性 。 这 个 极 性 说 明 DNA 解 旋 酶 与 复制 又 上 的 后 随 链 模板 结合 。 


时 才 解 离 下 来 。 

当然 ， 酶 和 DNA 的 这 种 排列 方式 为 最 初 DNA 解 旋 酶 与 DNA 底 物 的 结合 制造 了 
PR. TERR A PRR DNA 末端 被 DNA 解 旋 酶 穿 过 ， 这 种 问题 也 更 为 明显 。 因 
此 ， 细 胞 中 有 特殊 的 机 制 来 组 装 DNA 解 旋 酶 环绕 DNA (参见 下 面 的 “复制 的 起 始 ”)， 
这 种 DNA 复制 中 所 涉及 的 蛋白 质 与 其 DNA 底 物 之 间 的 拓扑 学 连接 是 提高 延伸 能 力 的 
第 见 机 制 。 

每 个 DNA 解 旋 酶 在 单 链 DNA 上 都 沿 着 一 定 的 方向 运动 。 这 是 所 有 DNA 解 旋 酶 
部 具有 的 特性 ， 称 作 极 性 (polarity) CHE 8-3), DNA 解 旋 酶 可 以 有 5'>3' 或 3 一 5' 的 极 
性 ， 此 方向 始终 是 根据 结合 的 (或 被 环形 解 旋 酶 环绕 的 ) DNA 链 而 不 是 去 除 的 那 一 条 
链 决 定 的 。 以 在 复制 义 的 后 随 链 模板 上 作用 的 DNA 解 旋 酶 为 例 ， 其 5' 一 3' 的 极 性 使 
DNA 解 旋 酶 朝 复制 义 双 链 区 域 行进 (图 8-13). 。 与 所 有 以 定向 方式 沿 DNA 运动 的 酶 一 
样 ， 解 旋 酶 沿 单 链 DNA 的 运动 也 需要 化 学 能 量 的 提供 。 解 旋 酶 的 能 量 由 ΑΤΡ 水 解 
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电泳 迁移 率 的 变化 来 测定 (第 20 章 )。 凝 胶 暴 圳 于 只 能 检测 到 放射 性 标记 DNA 的 X 
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与 大 的 36: s DNA 环 一 一 起 迁移 。 相反 ， 当 短 的 qe DNA 被 DNA Si lattes 

解 下 它 将 按照 其 200bp 的 实 ERR AAS At | ο... 


ο. b p 
ο... - a ses 


@ AIP . 


十; 
© © DNA 解 旋 酶 κ 


电泳 方向 


ο ο... ο... ͵ | 
ο. ο. — Ϊ = : 5000bp ( 非 标 1 : , τ. es ee E O - | 
Cs ee ae 


oo 8-3 图 1 1 DNA 解 a 性 的 生物 化 学 实 验 。a 检测 解放 τ 活 性 的 DNA 底 W. , 
一条 500 bp 非 标记 单 链 环形 DNA 200bp 的 放射 性 标记 DNA iB, 为 了 方 a - 
IL, ΒΑ FAT Be LE NEE. b. 为 了 检测 DNA MNA Μη, DNA 
DNA 解 旋 酶 接触 在 有 ATP 和 没有 ATP 的 情况 下 )。 反 应 后 ， 产 生 的 DNA . 
FARRER GARE) 进行 分 离 。 当 短 的 放射 性 miet DNA 与 大 的 单 链 . 
”PNA 下 碱 基 配 对 的 时 候 ， 两 个 分 子 作为 一 个 大 分 子 共同 迁移 ， 相 反 ，DNA 解 施 酶 。 
”作用 后 ， 短 的 放射 性 标记 单 链 DNA 迁移 的 位 置 与 其 长 EaR. 琼脂 糖 凝 及 暴露 Ἔ — 
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这 个 δώ αι ή: 可 用 于 确定 DNA A ο. sa} i. - i 设 有 一 个 限制 seh 

T 位 于 碱 基 配 对 区 域内 的 不 对 称 位 re ‘ 框 8-1 a 2). '.'' 
j Pi eee 的 orua 线性 DNA， 其 两 端 有 两 个 长 度 7 等 的 双 链 DNA BR, 注意- 
单 链 DNA 而 RR “是 5 双 链 DNA 结合 。 m 以 ， DNA 解 旋 酶 唯一 能 $ 此 
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, ον DNA 解放 施 栈 极 性 的 生物 化 学 实验 。 a DNA 底 物 。 与 图 1 所 示 的 相同 DNA 底 物 
”用 产生 平 未 端的 限制 酶 切割 。 选 择 不 对 称 切割 的 限制 本 ， 产 生 与 5000 bp 未 标记 单 链 να 
”退火 的 125bp 和 75bp 的 放射 性 标记 单 链 DNA ΗΕ. 产生 的 DNA 分 子 5 和 3 3 端 都 被 标 出 。 
图 示 为 X 光 片 暴 需 用 来 分 离 DNA 解 旋 酶 处 理 后 DNA 产物 的 琼脂 精 凝 腕 .在 a 部 分 产生 的 。 . 
人 BANS SAIS DNA 
o Seon τ; πῃ ο... 


DNA 解 螺旋 酶 牵 拉 单 链 DNA 通过 蛋白 质 中心 的 孔 


一 个 六 聚 体 DNA 解 螺 旋 酶 如 何 利 用 ΑΤΡ 水 解 PEPE EI ERES) DNA? 一 种 病毒 
的 六 肾 体 解 螺旋 酶 结合 到 单 链 DNA 的 原子 结构 提供 了 这 个 问题 的 突破 点 。 在 这 种 结构 
H, Hpt DNA 被 解 旋 酶 的 六 个 亚 基 所 环绕 (图 8-14)。 每 个 亚 基 具有 一 个 “发 来 ”和 蛋 
日 环 结合 到 DNA 主干 的 磷酸 基 和 它 两 个 邻近 的 核糖 组 分 。 有 意思 的 是 ， 这 些 DNA 结 
合 的 环 发 现 是 右手 螺旋 ， 沿 着 单 链 DNA 每 一 个 环 结合 到 下 一 个 磷酸 基 团 。 如 图 8-14 所 
AN» Ee TCA “BY” ZEA BI 5 端 ， 最 低层 结合 到 单 链 DNA 的 3 端 。 

这 张 原子 结构 图 只 是 一 个 快照 ; 但 是 ， 六 个 不 同 的 亚 基 在 DNA 异 位 过 程 中 处 于 不 
同 的 阶段 。 结 合 六 个 不 同 亚 基 同 DNA、ATP/ADP 的 相互 作用 表明 了 蛋白 质 的 发 夹 结 
构 如 何 协 同 运动 来 牵 拉 单 链 DNA 通过 解 ΜΕΝ 中 心 孔 。 一 个 亚 基 首先 结合 到 单 链 
DNA 结构 的 头 部 分 〈 图 8-14b)，DNA 结合 环 通过 连续 的 构象 移 向 底部 ， 拉 着 底部 的 
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图 8-14 DNA 解 旋 酶 的 结构 和 提出 的 机 制 。(a) 牛乳 头 瘤 病毒 El 六 聚 体 解 旋 酶 的 整体 结构 。 每 个 亚 基 
显示 出 了 不 同 的 颜色 ， 从 左 侧 看 的 中 心 通道 的 复合 物 。 蛋 白 亚 基 显示 丝带 的 结构 ， 单 链 DNA 用 棒 图 显 
Ie (b) DNA 结合 发 夹 假定 运动 图 示 说 明 。 我 们 仅 展 示 了 单 链 DNA 在 解 旋 酶 的 中 心 通道 ， 关 键 的 发 
夹 结合 到 DNA 上 。 三 个 视图 是 ， 与 黑色 的 核 苷 酸 相 连 的 磷酸 基 相 互 作用 的 蓝 色 发 夹 从 顶端 CAT 结 
a): 状态 到 中 间 CADP 结合 态 ) ， 再 到 底部 〈 没 有 核 苷 酸 相 连 ) 状态 ， 和 单 链 DNA 随 着 发 夹 移动 。 重 
新 结合 ATP 认为 是 驱动 DNA 结合 环 返回 顶部 ， 结 合 新 的 磷酸 基 。 注 意 其 他 的 五 个 DNA 结合 环 显 示 了 
不 同 的 颜色 ， 说 明 它 们 处 在 不 同 的 状态 也 在 经 历 着 同样 的 运动 过 程 (Enemark E. J. and Joshua-Tor 
L. 2006. Nature 442; 270-275. PDB Code: 2GXA) 。 图 像 用 MoScript, BobScript 和 Raster 3D 处 理 。 


DNA。 重 要 的 是 ， 不 同 的 构象 结合 着 不 同 的 核 苷 酸 状态 ， 顶 部 是 ΑΤΡ 结合 状态 ， 中 间 
是 ADP 结合 状态 ， 底 部 缺少 结合 的 核 苷 酸 。 因 此 ， 每 一 个 单一 的 亚 基 结合 点 、 水 解 
酶 、 游 离 的 ATP， 都 将 经 历 从 顶部 、 中 间 、 底 部 的 构象 。 总 之 可 以 把 解 旋 酶 想象 成 为 
有 六 只 手 ， 六 只 手 交互 地 拉 一 根 绳子 的 样子 。 

除了 单 链 的 转 位 ， 解 旋 酶 必须 置换 补偿 链 来 使 DNA 解 旋 。 六 聚 解 旋 酶 的 中 心 通道 
结构 表明 ， 链 的 置换 是 为 了 使 DNA 通过 中 心 通道 中心 通道 最 罕 的 部 位 直径 是 13A， 
对 单 链 DNA 来 说 足够 大 ， 但 是 对 直径 为 20A 的 双 链 DNA MARADT. 


复制 前 单 链 结合 蛋白 使 单 链 DNA 稳定 


DNA 解 旋 酶 经 过 之 后 ， 新 产生 的 单 链 DNA 必须 保持 碱 基 未 配对 的 状态 ， 吉 至 可 
BE YE DNA 合成 的 模板 为 止 。 为 了 使 分 开 的 链 稳定 ， 单 链 DNA 结合 蛋白 (简称 为 
SSB) 迅速 地 结合 其 上 。 一 个 SSB 的 结合 会 促进 另 一 个 SSB 与 其 紧邻 的 单 链 DNA 结 
合 (图 8-15)。 这 称 为 协同 结合 (cooperative binding) ， 其 发 生 是 因为 与 紧邻 的 单 链 
DNA 区 域 结合 的 SSB 分 子 相 互 之 间 也 能 够 结合 。 这 样 大 大 稳定 了 SSB 与 单 链 DNA 
之 间 的 相互 作用 ， 使 得 已 有 一 个 或 多 个 SSB 结合 的 位 点 比 其 他 位 点 更 易 结 合 新 
的 SSB, 

协同 结合 使 单 链 DNA 随 着 DNA 解 旋 酶 的 释放 而 很 快 被 SSB 所 覆盖 (协同 结合 是 
许多 DNA 结合 蛋白 的 一 种 特性 ， 见 框 16-4) 。 一 旦 被 SSB 覆盖 ， 单 链 DNA 即 处 于 伸 


额外 SSB 的 结合 
6 


8-15 Sie DNA 结合 蛋白 (SSB) 与 DNA 的 结合 。a. 图 中 显示 有 限量 的 SSB 与 9 条 单 链 DNA 分 子 中 的 4 条 
ΠΠ. b 当 更 多 的 SSB DNA 结合 后 ， 它 优先 结合 到 先前 已 有 SSB 分 子 结合 的 DNA 附近 。 只 有 最 初 结合 的 
HUE DNA 被 SSB 完全 覆盖 后 ， 其 他 DNA 分 子 才 发 生 结合 。 注 意 当 单 链 DNA 被 SSB 覆盖 后 ， 变 成 更 为 伸 直 的 
构象 ， 以 抑制 分 子 间 的 碱 基 配对 。 


二 状态 ， 有 利于 其 作为 模板 进行 DNA 合成 或 RNA 引物 的 合成 。 

SSB 以 序列 非特 异性 方式 与 单 链 DNA 相互 作用 。SSB 主要 通过 与 磷酸 骨架 的 静电 
相互 作用 以 及 与 DNA 碱 基 的 相互 堆积 作用 与 单 链 DNA 接触 。 与 序列 特异 性 的 DNA 
Hin AAT], SSB 与 单 链 DNA 碱 基 之 间 几 乎 没有 氢 键 的 作用 。 


拓扑 异 构 酶 除去 DNA 解 螺旋 时 在 复制 又 上 产生 的 超 螺旋 


随 看 复制 又 上 DNA 链 的 分 离 ， 又 前 的 双 链 DNA 变 得 更 加 正 超 螺旋 化 〈 图 8-16). 
这 种 超 螺旋 的 积累 是 DNA 解 旋 酶 消除 了 两 链 间 碱 基部 分 的 结果 。 如 果 DNA 链 保持 不 
汤 错 ， 则 不 会 有 调节 DNA 双 链 解 旋 的 连环 数 〈 两 条 DNA 互 绕 的 次 数 ) 的 减少 (第 6 
T), KE, ME DNA 解 旋 酶 的 行进 ，DNA 必须 在 越 来 越 少 的 碱 基 对 中 维持 同样 数目 
的 连环 数 。 事 实 上 ， 当 超 螺 旋 数 保持 不 变 时 ， 每 10 个 DNA 碱 基 解 旋 时 就 有 约 1 个 
DNA 连环 锌 除去 。 如 果 没 有 机 制 来 消除 这 些 超 螺旋 累积 的 话 ， 复 制 机 器 将 在 不 断 上 升 
的 压力 面前 陷于 停顿 。 

对 于 细菌 的 环形 染色 体 此 问题 非常 明显 ,但 真 核 生 物 染色 体 也 有 同样 的 问题 。 因 为 
其 核 生物 染色 体 不 是 闭合 的 环 ， 原 则 上 它们 能 通过 沿 着 其 长 度 方向 的 旋转 来 消除 引入 的 
超 蛇 旋 。 然 而 事实 并 非 如 此 ， 因 为 不 可 能 每 次 当 螺 旋 解 开 一 圈 时 ， 就 旋转 长 达 几 百 万 碱 
基 对 长 度 的 DNA。 

由 DNA 解 旋 酶 的 作用 所 引入 的 超 螺 旋 ， 可 通过 拓扑 异 构 酶 对 在 复制 又 前 未 被 复制 
的 双 链 DNA 的 作用 来 消除 (图 8-16)。 这 些 酶 是 通过 断裂 一 条 或 两 条 DNA 链 但 不 让 其 
脱落 ， 并 且 让 同等 数目 的 DNA 链 通 过 断口 来 完成 的 (如 我 们 在 第 6 章 所 述 ) 。 此 作用 
消除 了 超 螺旋 的 累积 。 通 过 这 种 方式 ， 拓 扑 异 构 酶 作为 一 个 “ 转 环 ”， 人 快速 地 消除 了 
DNA 解放 所 产生 的 超 螺 旋 累 积 。 


复制 又 酶 扩大 了 DNA 聚合 酶 底 物 的 范围 


DNA 聚合 酶 本 身 只 能 使 与 单 链 DNA 模板 退火 的 30Η 引物 有 效 地 延长 ， 引 物 酶 、 
DNA 解 旋 酶 以 及 拓扑 异 构 酶 的 加 入 极 大 地 扩大 了 DNA 聚合 酶 可 能 的 底 物 范围 。 引 物 
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图 8-16 ”拓扑 异 构 酶 在 复制 又 上 的 作用 。 当 正 超 螺旋 在 复制 又 前 累积 时 ， 拓 扑 异 构 酶 会 将 
其 迅速 地 除去 。 本 图 显示 拓扑 异 构 酶 下 除去 由 复制 又 所 产生 的 正 超 螺旋 ， 将 未 复制 的 双 链 
DNA 中 的 一 部 分 通过 位 于 未 复制 区 域 附近 的 双 链 断口 可 以 消除 正 超 螺旋 。 值 得 注意 的 是 ， 
这 种 变化 将 使 连环 数 减少 2 个 ， 因 此 每 复制 20bp 会 发 生 一 次 。 虽然 此 处 所 示 的 是 开 型 拓 
扑 异 构 酶 的 作用 ， 但 是 型 拓扑 异 构 酶 也 能 消除 复制 又 产生 的 正 超 螺旋 。 


酶 提供 了 在 任何 单 链 DNA 上 都 能 起 始 新 的 DNA 链 的 能 力 。 当 然 ， 引 物 酶 的 使 用 也 提 
出 了 要 除去 RNA 引物 来 完成 复制 的 要 求 。 类 似 地 ，DNA 解 旋 酶 对 链 的 解 离 以 及 拓扑 
弄 构 酶 对 正 超 螺旋 的 消除 使 DNA 聚合 酶 能 够 复制 双 链 DNA。 虽 然 不 同 生 物 中 这 些 蛋 
日 质 的 名 称 不 同 〈 表 8-1)， 但 是 ， 细 菌 、 酵 母 和 人 等 生物 均 使 用 这 一 套 酶 的 活性 来 完 
成 染色 体 DNA 的 复制 。 
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表 δι 复制 又 上 工作 的 酶 


KATA (Ε. coli) 酿酒 酵母 (5. cerevisiae) 人 类 
引物 酶 DnaG 引物 酶 (PRI1/PRI2) 引物 酶 
DNA 解 旋 酶 DnaB Mcm 复合 体 Mcm 复合 体 
SSB SSB RPA RPA 
拓扑 异 构 酶 旋转 酶 、 拓 扑 异 构 酶 I 拓扑 寞 构 酶 I 、 I Pith Ι. Π 


值得 注意 的 是 ，DNA 解 旋 酶 和 拓扑 异 构 酶 行使 其 功能 时 ， 均 没有 永久 性 地 改变 
DNA 的 化 学 结构 或 合成 任何 新 的 DNA 分 子 。DNA 解 旋 酶 仅仅 把 将 DNA 双 链 维持 在 
一 起 的 氢 键 打开 而 没有 断裂 任何 共 价 键 。 虽 然 拓 扑 异 构 酶 断裂 掉 一 个 或 多 个 DNA 的 共 
价 键 ， 但 在 DNA 脱离 之 前 每 个 断裂 的 键 都 被 精确 地 修复 了 (图 6-25)。 这 些 酶 的 作用 
是 使 DNA 分 子 的 构象 发 生 改 变 ， 而 不 是 改变 DNA 的 化 学 结构 。 重 要 的 是 ， 这 些 构象 
的 变化 对 于 作为 细菌 和 真 核 生物 染色 体 基 础 的 大 的 双 链 DNA 分 子 的 复制 是 至 关 重 
要 的 。 

在 复制 义 上 工作 的 蛋白 质 与 DNA 密切 作用 ， 但 采用 的 是 序列 非特 异性 的 方式 。 这 
些 相互 作用 利用 的 是 DNA 与 特定 碱 基 对 无 关 的 特性 : 负电 荷 以 及 磷酸 骨架 结构 〈 如 
DNA 育 合 酶 的 拇指 域 ) 、 小 沟 内 残 基 的 氢 键 (如 DNA 聚合 酶 的 手掌 域 ) 、 碱 基 之 间 的 
中 水 堆积 作用 〈 如 SSB)。 另 外 ， 很 多 和 蛋白质 具有 环绕 (如 DNA 解 旋 酶 ) ται Can 
DNA RAMD DNA 的 结构 ， 以 保持 与 DNA 的 结合 。 


DNA 聚合 酶 的 特 化 


细胞 中 DNA 聚合 酶 为 行使 不 同 的 功能 而 被 特 化 


DNA 肾 合 酶 在 高 效 而 精确 地 复制 基因 组 过 程 中 所 处 的 核心 地 位 要 求 细 胞 有 多 种 被 
特 化 的 DNA RAH. PIG, E.coli 中 至 少 有 5 种 DNA 聚合 酶 ， 这 些 酶 依据 其 酶 学 特 
性 、 亚 基 组 成 和 丰 度 而 划分 (GE 8-2). DNA AMET] CDNA Pol M) 是 染色 体 复 制 中 
所 涉及 的 最 主要 的 酶 。 因 为 全 长 为 4.6 Mb 的 E.coli 由 2 个 复制 又 进行 复制 ，DNA 聚 
合 酶 了 必须 有 很 高 的 延伸 能 力 。 与 这 些 要 求 相 一 致 的 是 ， 人 们 发 现 DNA RANA% 
作为 更 大 的 具有 高 度 延伸 能 力 的 复合 体 一 一 DNA 聚合 酶 焉 全 酶 (DNA Pol [| holoen- 
zyme) 的 一 部 分 。 


表 8-2 DNA 聚合 酶 的 活性 和 功能 


亚 基数 目 功 能 
原核 生物 (Ε. coli) 
Pol I ] RNA 引物 的 去 除 、DNA 修复 
Pol [ (Din A) ] DNA 修复 


Pol 亚 核 心 酶 3 染色 体 复制 
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相对 精确 的 移 损 合成 past 顺 - 反 环 丁 烷 二 联 体 
移 损 合成 、 体 细胞 超 变 
移 损 合成 


Poly 
Pol 
Κεν] 


续 表 
亚 基数 目 功 能 
ΕΠ ΤΡ å ΗΛ ΤΝ 
Pol Ν (Din B) ] DNA 修复 、 移 损 合成 〈trans lesion synthesis) (TLS) 
Pol V (UmuC、 UmuD’;C) 3 移 损 合成 
真 核 生 物 

Pola 4 DNA 复制 过 程 中 合成 引物 
Polg 1 碱 基 切 除 修复 
ΡοΙγ 3 线粒体 DNA 复制 及 修复 
Pold 2~3 DNA 复制 、 核 苷 酸 和 碱 基 切 除 修复 
Pole 4 DNA ή. FRR ARE) RES 
Ροἱθ 1 DNA 交 联 修复 
Polé 1 移 损 合 成 
Ροἱλ ] 减 数 分 裂 相 关 的 DNA 修复 
Poly 1 体 细胞 超 变 
Polk 1 移 损 合成 

l 

l 

] 


数据 源 自 Sutton 和 Walker, 2001 及 其 参考 文献 。 


相反 ，DNA 聚合 酶 (DNA Pol 1) 专门 用 于 除去 起 始 DNA 合成 所 需 的 RNA 
引物 。 为 此 ，DNA 聚合 酶 I 具 有 5 外 切 核酸 酶 的 活性 ， 能 将 DNA 合成 位 点 最 上 游 的 
RNA 或 DNA 迅速 除去 。 与 DNA ΞΕΏΕ A, DNA RAN 工 的 延伸 能 力 不 强 ， 每 
次 结合 仅 能 添加 20 一 100 个 核 苷 酸 。 这 些 性 质 使 其 适用 于 ΕΝΑ 引物 的 去 除 和 在 所 产生 
的 单 链 DNA 缺口 中 进行 DNA 的 合成 。DNA 聚合 酶 AY 5 外 切 核酸 酶 可 以 除去 RNA 
ΗΕ H 所 不 能 除去 的 RNA-DNA 连接 (图 8-12). DNA 聚合 酶 1 合成 较 短 片段 的 能 力 使 
其 适用 于 合成 先前 被 RNA 引物 占据 的 短 区 域 (二 10 MAER). 

因为 DNA RAW IA DNA RAIA- DNA 复制 有 关 ， 所 以 这 两 种 酶 都 必须 有 
局 度 的 精确 性 。 因 此 ， 这 两 种 蛋白 质 都 携带 有 相关 的 校正 外 切 核 酸 酶 。E. coli 中 的 另外 
3 种 DNA 聚合 酶 特别 用 于 DNA 的 修复 ， 它 们 无 校正 活性 ， 这 些 酶 将 在 第 9 音 中 予以 
讨论 。 

真 核 细 胞 中 也 有 多 种 DNA 聚合 酶 ， 通 常 细胞 中 有 15 种 以 上 。 其 中 ， 对 于 基因 组 
的 复制 至 关 重 要 的 有 3 种 : DNA RAM δ. DNA 聚合 酶 以 及 DNA 聚合 酶 /引物 酶 .。 
这 些 丰 核 生物 的 DNA 聚合 酶 由 多 个 亚 基 构成 (ΠΕ 8-2). DNA Pol a/ 引 物 酶 特别 参与 新 
DNA 链 的 起 始 ， 这 种 四 亚 基 蛋 白 复合 体 由 二 亚 基 的 DNA RABE a 和 二 亚 基 的 引物 酶 
组 成 。 引 物 酶 合成 RNA 引物 后 ， 所 产生 的 RNA 引物 -模板 接头 立即 与 DNA 聚合 酶 a 
结合 以 启动 DNA 的 合成 。 

因为 DNA Pol a/ 引 物 酶 的 延伸 能 力 相 对 较 低 ， 所 以 很 快 就 被 高 延伸 性 的 DNA 聚 
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ΘΒ ὃ RRAN ε PUR. RAN δ 或 聚合 酶 取代 DNA Pol a/ 引 物 酶 的 过 程 称 作 聚 合 酶 
的 切换 (polymerase switching) (图 8-17)， 这 导致 在 真 核 细 胞 复制 又 上 有 3 种 不 同 的 


DNA 聚合 酶 在 工作 。 如 同 在 细菌 细胞 中 那样 ， 真 核 细胞 中 其 他 的 DNA 聚合 酶 大 多 参 
“j DNA 的 修复 。 


DNA RA o 
引物 酶 


8-17 真 核 细胞 DNA 复制 过 程 中 DNA 聚合 酶 的 切换 。 为 了 图 示 方 便 ，DNA 合 
成 的 长 度 比 实际 的 短 。 通 常 DNA 聚合 酶 a/ 引 物 酶 的 产物 为 50~100bp, HAS 
酶 δ RRAN e 进一步 延伸 100~10 000 个 核 苷 酸 。 虽 然 DNA RAN δ 和 DNA 
聚合 酶 s 都 能 替代 DNA 聚合 酶 /引物 酶 ， 但 它们 似乎 是 在 特定 DNA δε (前 导 链 
和 后 随 链 ) 的 复制 中 起 作用 。 目 前 仍 在 对 哪个 聚合 酶 在 哪 条 链 上 作用 进行 研究 。 


滑动 夹 极 大 地 增加 了 DNA 聚合 酶 的 延伸 能 力 
复制 又 上 高 度 的 延伸 能 力 确保 了 染色 体 的 快速 复制 。 如 我 们 所 讨论 的 ，DNA RAN 
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在 复制 又 上 可 以 在 不 脱离 模板 的 情况 下 合成 成 千 上 万 的 碱 基 对 。 尽 管 如 此 ， 在 没有 其 他 蛋 
日 质 存 在 的 情况 下 ，DNA 聚合 酶 在 复制 又 上 仅 能 合成 20~100 个 碱 基 对 后 即 从 模板 上 脱 
离 下 来 。 那 么 ， 是 什么 原因 使 这 些 酶 在 复制 又 上 的 延伸 能 力 如 此 显著 的 提高 了 呢 ? 

DNA 育 合 酶 在 复制 叉 上 具有 高 延伸 能 力 的 关键 原因 在 于 它们 与 被 称 为 滑动 DNA 
X (sliding DNA clamp) 的 蛋白 质 间 的 结合 。 这 些 蛋 白质 由 多 个 相同 的 亚 基 构成 ， 并 
组 闪 成 “ 油 炸 圈 饼 ” 的 形状 。 夹 子 中 央 的 孔洞 大 得 足以 环绕 DNA 双 螺 旋 并 在 DNA 和 
集 日 质 之 间 留 下 一 层 一 个 或 两 个 水 分 子 厚 的 空间 (图 8-18a)。 这 些 夹子 沿 着 DNA 38 
动 ， 并 不 与 DNA 分 离 ， 在 复制 又 处 还 与 ΝΑ 聚合 酶 紧密 结合 。 这 样 ， 夹 子 环线 着 新 
合成 出 的 双 链 DNA 而 聚合 酶 与 引物 -模板 接头 结合 (图 8-18b)。 聚 合 酶 与 滑动 夹 所 形 
成 的 复合 体 在 DNA 合成 时 沿 着 DNA 模板 高 效 地 移动 。 


i 


新 复制 的 DNA 


图 8-18 滑动 DNA 夹 的 结构 。a. 与 DNA 结合 的 滑动 DNA 夹 的 三 维 结构 。 滑 动 夹 中 央 的 开 孔 约 为 35A， 
DNA 螺旋 的 宽度 约 为 20A， 这 样 提供 了 在 滑动 夹 和 DNA 之 间 容 纳 一 个 或 两 个 水 分 子 厚 度 薄 层 的 足够 空间 . 
(Krishna T. S. , Kong X. P. Gary S. , Burgers, P. M. , and Kuriyan J. 1994. Cell 79. 1233. ) 图 像 用 Bob- 
Script, MolScript 和 Raster 3D 绘制 。b. 滑动 夹 环 绕 着 由 与 其 结合 的 DNA 聚合 酶 所 产生 的 新 复制 的 DNA, 
当 新 合成 的 DNA 从 DNA 聚合 酶 上 出 现时 ， 滑 动 夹 与 最 靠近 新 合成 DNA 的 DNA 聚合 酶 部 分 相互 作用 。 


与 滑动 夹 的 结合 是 如 何 改变 DNA 聚合 酶 的 延伸 能 力 的 呢 ? 在 无 滑动 夹 的 情况 下 ， 
DNA 聚合 酶 平均 每 合成 20 一 100 个 碱 基 对 就 从 DNA 模板 上 解 离 并 散落 开 来 。 在 有 滑 
动 夹 的 情况 下 ，DNA 聚合 酶 的 活性 部 位 仍 经 常 从 DNA 的 3'-OH 末端 脱落 ,但 是 其 与 
消 劲 夹 的 结合 阻止 了 聚合 酶 从 DNA 上 散 开 (图 8-19) 。 通 过 保持 DNA 聚合 酶 与 DNA 
的 系 密 接触 ， 滑 动 夹 使 DNA 聚合 酶 能 迅速 地 重新 结合 到 同一 引物 -模板 接头 上 ， 大 大 
增加 了 DNA 到 合 酶 的 延伸 能 力 。 


DNA 聚合 酶 的 特 化 «228. 
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模板 / DNA 聚合 酶 


8-19 ”滑动 DNA 夹 增强 了 相 结 合 的 DNA 聚合 酶 的 延伸 能 力 。 


当 单 链 DNA 模板 完全 复制 后 ，DNA 聚合 酶 必须 从 此 DNA 和 滑动 夹 上 释放 下 来 以 
在 新 的 引物 -模板 接头 处 工作 。 此 释放 是 通过 依赖 于 环 结合 DNA 的 DNA 聚合 酶 与 滑动 
夹 之 间 亲 和 力 的 变化 实现 的 。 与 引物 -模板 接头 结合 的 DNA BABS KFA EW 
和 力 。 但 是 ， 当 DNA RA MBA BEE DNA 模板 的 末端 时 (如 冈 崎 片段 的 末端)， 
DNA 聚合 酶 构象 发 生变 化 ， 降 低 了 其 与 滑动 夹 以 及 DNA 之 间 的 亲和力 (图 8-19). ΒΗ 
此 ， 当 聚合 酶 完成 一 段 DNA 复制 的 时 候 ， 它 即 被 滑动 夹 释放 以 使 其 可 在 新 的 引物 - 模 
板 接头 上 工作 。 而 夹子 仍 与 DNA 保持 结合 ， 并 与 在 新 合成 DNA 上 作用 的 其 他 酶 结合 。 

释放 DNA 聚合 酶 后 ， 滑 动 夹 并 不 立即 从 复制 的 DNA 上 脱落 下 来 。 相 反 ， 其 他 必 
须 在 DNA 新 合成 处 作用 的 蛋白 质 通过 与 夹子 蛋白 相互 作用 而 执行 其 功能 。 如 第 7 章 所 
述 ， 真 核 细胞 中 组 装 染 色 质 的 酶 通过 与 真 核 滑动 DNA πε (RA PCNA) 之 间 的 相互 作 
用 被 募集 到 DNA 的 复制 部 位 。 类 似 地 ， 冈 崎 片段 修复 所 涉及 的 真 核 蛋 白 也 与 滑动 夹 蛋 
日 作用 。 不 论 何 种 情况 ， 这 些 蛋 白质 均 通过 与 滑动 夹 之 间 的 相互 作用 在 最 需要 它们 的 时 
候 聚 集 到 新 的 DNA 合成 部 位 。 

滑动 夹 重 日 是 病毒 、 细 菌 、 酵 母 以 及 人 类 等 生物 中 DNA 复制 体系 中 的 保守 部 件 。 
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枉 其 功能 保守 相 一 致 的 是 ， 源 自 这 些 不 同 生物 的 滑动 夹 的 结构 也 是 保守 的 〈 图 8-20). 
个 论 何 种 情况 ， 夹 子 均 为 同样 的 六 边 形 对 称 并 有 相同 的 直径 。 尽 管 其 整体 结构 非常 
似 ,但 形成 夹子 的 亚 基 数目 却 不 相同 .。 


图 8-20 不 同 生 物 中 分 离 得 到 的 滑动 DNA 夹 的 三 维 结构 。 所 有 生物 中 都 发 现 有 滑动 DNA 夹 ， 它 们 有 相似 的 结 
tjJ, a. E. coli 的 滑动 DNA 来 由 两 个 拷贝 的 BA ARK. (Kong X. P., Onrust R. , O'Donnell M. ,and Kuriyan 
J. 1992. Cell 69:425. ) ,b. ΤΑ WERE 5} DNA 夹 是 gp45 蛋白 的 三 聚 体 (Moarefil. , Jeruzalmi D. , Turner J. , O' 


Donnell M. , and Kuriyan J. 2002. I Mol. Biol. 296:1215.). c. 真 核 滑 动 DNA 夹 是 PCNA 蛋白 的 三 聚 体 。 


(Krishna T. S. , Kong X. P. , Gary S. , Burgers P. M. , and Kuriyan J. 1994. Cell 79:1233. ) 镜 像 图 用 BobScript、 
MolScript 和 Raster 3D 绘制 。 


滑动 夹 通过 滑动 夹 装 载 器 打开 并 安置 在 DNA 上 


消 动 夹 在 溶液 中 是 一 个 闭合 的 环 ， 必 须 打 开 才 能 套 在 DNA 双 螺 旋 上 。 一 类 称 为 滑动 
Kear (sliding clamp loader) 的 特殊 的 蛋白 复合 体 催 化 滑动 夹 的 打开 并 将 其 安放 在 
DNA 上。 这些 酶 通过 结合 ΑΤΡ 并 将 其 水 解 而 将 滑动 夹 环 置 于 DNA 的 引物 -模板 接头 上 

HE 8-4)。 夹 子 装载 器 还 能 将 滑动 夹 在 不 使 用 的 时 候 将 其 从 DNA 上 移 除 ， 像 DNA 解 旋 酶 
和 拓扑 异 构 酶 一 样 ， 这 些 酶 改变 其 靶 物 (滑动 夹 ) 的 构象 ， 但 并 不 改变 其 化 学 组 成 。 
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是 什么 控制 滑动 夹 何 时 从 DNA 上 装载 和 移 除 呢 ? 只 要 细胞 中 出 现 引物 -模板 接头 ， 
Pe SIE HY he BBE AY AB ACE. HE DNA 结构 并 非 只 在 DNA 复制 时 形成 ， 在 DNA 修复 事 
件 中 也 有 (第 9 草 )。 滑 动 夹 只 有 当 其 不 再 被 其 他 酶 使 用 时 才能 从 DNA 上 移 除 。 滑 动 
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Ke Bat Al DNA 聚合 酶 不 能 同时 与 滑动 夹 作 用 ， 因 为 它们 在 滑动 夹 的 同一 面 上 有 重重 的 
第 合 位 点 。 因 此 ， 与 DNA 聚合 酶 结合 的 滑动 夹 不 会 从 DNA EKR, 类 似 地 ， 核 小 体 组 
狐 因 子 、 冈 崎 片段 修复 蛋白 以 及 其 他 DNA 修复 蛋白 均 与 夹子 装载 器 一 样 与 滑动 夹 的 同一 
区 域 作用 。 因 此 ， 滑 动 夹 只 能 在 与 其 相 作用 的 所 有 酶 都 完成 工作 后 才能 从 DNA 上 移 除 。 


复制 又 上 的 DNA 合成 
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在 复制 又 上 前 导 链 和 后 随 链 同时 进行 合成 ， 这 对 在 DNA 合成 期 内 限制 细胞 内 单 链 
DNA 的 数量 有 重要 意义 。 当 DNA 的 单 链 区 断裂 时 ， 在 染色 体 上 会 产生 完全 的 断裂 ， 
这 比 双 链 DNA 上 的 一 条 单 链 DNA 断裂 修复 起 来 要 困难 得 多 ， 而 有 日， 修复 这 种 类 型 的 
损 仿 经 常会 导致 DNA 的 突变 (第 9 章 )。 因 此 ， 限 制 DNA 处 于 此 状态 下 的 时 间 是 十 分 
重要 的 。 为 了 协调 DNA 两 条 链 的 复制 ， 在 复制 叉 上 有 多 种 DNA 聚合 酶 在 行使 功能 。 

E. coli 中 ， 这 些 聚 合 酶 的 协同 作用 是 通过 它们 连接 成 一 个 巨大 的 多 蛋白 复合 体 而 实 
现 的 。 此 复合 体 被 称 为 DNA RAMA (E 8-21). 全 酶 是 核心 酶 和 对 其 有 增强 功 
能 的 其 他 元 件 的 多 蛋白 复合 体 的 总 称 。DNA RARE AMS 2 个 找 贝 的 核心 DNA 
聚合 酶 下 和 1 个 拷贝 的 五 蛋白 y- 复 合体 CE. coli HIRERE), BAR 7- 复 合体 只 有 一 
个 拷贝 ， 但 是 它 却 与 核心 DNA 聚合 酶 亚 的 2 个 拷贝 结合 ， 这 对 于 全 酶 的 形成 是 至 关 重 
ZHE (KI 8-21). 与 两 个 拷贝 的 DNA 聚合 酶 相 结合 的 7- 复 合体 的 相同 亚 基 同时 与 DNA 
解 施 酶 有 较 微 弱 的 相互 作用 (下 节 )， 


聚合 酶 [| 核心 τ- ΒΗ 
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8-21 DNA 聚合 酶 焉 全 酶 的 组 成 。 每 个 拷贝 的 DNA RAG HEPA 3 ΜΗ. 2 个 拷贝 的 DNA RA [ΠΒ 
心 酶 和 1 个 拷贝 的 y- 复 合体 。Y- 复 合体 含有 2 个 拷贝 的 CEA, EA rz 重 日 都 有 一 个 与 一 个 DNA ΒΚ ΔΕΠ KL 
酶 相 作 用 的 域 。 对 = 蛋白 进行 的 氨基 酸 序列 分 析 表 明 ， 此 和 蛋白质 的 DNA 聚合 酶 亚 结 合 区 域 与 夹子 装载 所 涉及 
的 艇 白质 部 分 之 间 由 一 段 延伸 的 柔性 接头 所 间隔 。 这 个 接头 据 认 为 可 以 使 两 个 聚合 酶 以 相对 独立 的 方式 运动 ， 
这 种 方式 对 于 使 一 个 聚合 酶 复制 前 导 链 而 另 一 个 聚合 酶 复制 后 随 链 来 说 是 必需 的 . (来 源 : Based on O'Donnell 
M. et al. 2001. Clmap loader structure predicts the architecture of DNA polymerase II] holoenzyme and RFC, Cur- 
rent Biology 11:R943, Fig. 6. ©Elsevier. ) 
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当 DNA 同时 在 前 导 链 和 后 随 链 模板 上 合成 的 时 候 ， 两 个 DNA 聚合 酶 如 何在 复 
制 又 处 保持 连接 ? 一 个 解释 此 耦 联 效 应 的 模型 认为 复制 机 器 利用 了 DNA 的 柔性 (图 
8-22) 。 当 解 旋 酶 在 复制 又 处 解 开 DNA 螺旋 时 ， 前 导 链 暴露 出 ， 并 与 前 导 链 上 的 
DNA 聚合 酶 作用 ， 合 成 一 条 连续 的 DNA 互补 链 。 相 反 ， 后 随 链 模板 并 不 是 立即 与 
DNA 聚合 酶 作用 ， 而 是 以 单 链 DNA 的 形式 伸 出 ， 并 被 SSB 迅速 结合 。 引 物 酶 与 
DNA 解 旋 酶 相互 作用 从 而 被 激活 ， 在 后 随 链 模板 上 不 连续 地 合成 一 条 新 的 RNA 5 引 
物 。 产 生 的 RNA: DNA 杂交 体 被 滑动 夹子 装载 器 识别 为 引物 -模板 接头 . 滑动 夹子 
在 此 处 组 装 。 


前 导 链 DNA RAM 


vi 


3) A ἑ Pr ; % . E: i 


σοκ 


ο πι τι 
πι ο στ ου "ο, 


ttt. a ΘΕ, 
完成 了 前 一 个  € 在 后 随 链 上 合 
冈 崎 片段 SC 成 RNA 引物 


复制 又 上 的 DNA 合成 «229. 


S d 
χι 
3 ΜΚ 


夹子 装载 到 新 “ἐν Pom 
引物 所 结合 的 δουν 


"pa 


Ce 


οσον 
ae a 


DNA 聚合 酶 在 στ πώ 
引物 :模板 接头 
处 与 滑动 夹 结合 
并 开始 新 冈 崎 片 
段 的 合成 


3’ ἔ 
8-22 E.coli ΔΕΣ ΓΡΗΤΒΜΒΤΒΗ DNA 聚合 酶 复制 的 “长 号 模型 "。a. E.coli DNA 复制 又 上 的 
DNA 解 旋 酶 在 后 随 链 模板 上 沿 着 5 -~3 方向 运动 。DNA RAN AMA CWS DNA 解 旋 酶 相 
互 作用 ， 亚 基 与 两 个 DNA 聚合 酶 都 结合 。 一 个 DNA 聚合 酶 下 核心 酶 复制 前 导 链 ， 另 一 个 DNA & 
合 酶 下 核心 酶 复制 后 随 链 。SSB 覆盖 在 DNA 的 单 链 区 域 (为 了 简便 起 见 ， 后 随 链 上 的 SSB 只 在 a 部 
分 中 显示 )。b. DNA 引物 酶 周期 性 地 与 DNA 解 旋 酶 结合 并 在 后 随 链 模板 上 合成 新 的 引 Y. c 当 后 随 
链 DNA 聚合 酶 完成 一 个 冈 崎 片段 之 后 即 从 滑动 夹 和 DNA 上 脱落 。d. 随后 ， 刚刚 被 引物 结合 的 后 随 
BE DNA 成 为 夹子 装载 器 的 靶子 。 夹 子 装载 器 在 由 新 合成 的 RNA 引物 生成 的 引 物 -模板 接头 位 置 上 组 
安 成 新 的 滑动 夹 。e. 结合 有 滑动 夹 的 引物 -模板 接头 与 后 随 链 DNA 聚合 酶 结合 ， 起 始 下 一 个 冈 崎 片 
段 DNA 的 合成 。 虽 然 这 个 描述 着 重 于 较 复杂 的 后 随 链 在 合成 过 程 中 的 作用 ， 但 在 整个 过 程 中 ， 前 导 
链 上 新 单 链 DNA 模板 也 已 经 产生 并 由 前 导 链 上 的 DNA 聚合 酶 焉 进行 快速 地 复制 . 
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当 后 随 链 上 的 DNA 聚合 酶 完成 前 面 的 冈 崎 片段 时 ， 即 从 模板 上 释放 。 因 为 该 聚合 
酶 与 前 导 链 上 的 DNA 聚合 酶 和 滑动 夹子 装载 器 保持 着 联系 ， 所 以 在 加 入 滑动 夹子 之 后 
该 DNA 聚合 酶 立即 与 RNA 引物 -模板 接头 在 理想 的 位 置 结 合 。 由 于 后 随 链 聚 合 酶 合成 
一 条 办 崎 片段 的 时 间 比 RNA 引物 的 合成 和 滑动 夹子 组 装 的 时 间 短 ， 后 随 链 DNA 聚合 
酶 准备 并 等 待 滑动 DNA 夹子 装载 器 (Cy 复合 体 ) 释放 引物 -模板 接头 。 通 过 和 引物 - 模 
极 接 头 的 结合 ， 后 随 链 复制 每 形成 一 个 新 环 并 启动 下 一 轮 的 囚 崎 片段 的 合成 。 这 个 模型 
馈 称 作 “ 长 号 模型 *， 以 比喻 在 后 随 链 模板 上 DNA 聚合 酶 和 DNA 解 旋 酶 之 间 形 成 的 单 
ΒΕ DNA 环 状 结构 大 小 的 变化 。 | 

真 核 细 胞 中 ΝΑ 的 复制 也 需要 多 种 DNA 聚合 酶 。 每 个 复制 叉 上 有 3 种 不 同 的 
DNA i: DNA 聚合 酶 o/5| DH. DNA 聚合 酶 以 及 DNA 聚合 酶 s (A 8-17). 
DNA 聚合 酶 a/ 引 物 酶 启动 新 链 合 成 ，DNA 聚合 酶 8 利 DNA RAN s 进行 链 的 延伸 。 
近来 的 研究 提供 了 强 有 力 的 证 据 表 明 DNA 聚合 酶 s 合成 前 导 链 ，DNA 聚合 酶 $ 合 成 后 
随 链 。 已 知 许多 其 他 和 蛋白质 为 真 核 细 胞 复制 又 的 一 部 分 。 这 些 蛋 白质 的 作用 目前 了 解 其 
少 。 然 而 ， 他 们 很 大 可 能 协调 三 种 DNA BAAR. FFARR RA AAA KAN DNA 解 旋 
ΠΕ (Mcm2-7) 相互 作用 。 与 原核 细胞 所 不 同 的 是 ， 真 核 细胞 的 滑动 夹子 装载 器，RFC， 
不 行使 这 样 的 功能 。 


复制 又 蛋白 之 间 的 相互 作用 形成 E. coli 的 复制 体 


DNA 聚合 酶 焉 全 酶 组 分 之 间 的 联系 并 不 是 发 生 在 细菌 复制 叉 各 元 件 中 唯一 的 相 
HEH. BRI DNA 聚合 酶 亚 全 酶 组 分 之 间 的 相互 作用 以 外 ， 还 有 几 个 蛋白 质 - 蛋 白质 
间 的 相互 作用 用 于 加 快 复制 又 的 进程 。 其 中 最 重要 的 是 DNA feny OX RIE dnaB 
ἘΠ» K 8-1) 5 DNA RABBI Aw CA 8-23) 之 间 的 相互 作用 。 这 个 由 全 酶 的 夹 
子 装载 器 介 导 的 相互 作用 将 解 旋 酶 和 DNA 聚合 酶 亚 全 酶 连 到 一 起 。 此 结合 使 解 旋 酶 
运动 的 速度 增加 10 倍 ， 从 而 激发 了 解 旋 酶 的 活性 。 如 果 DNA 解 旋 酶 与 DNA 聚合 酶 
分 离 ， 其 速度 将 减 慢 〈 图 8-23) 。 解 旋 酶 活性 与 DNA RAMIER, WIET H 
ye WE DNA 聚合 酶 亚 全 酶 上 “逃脱 出 去 ”， 使 得 这 两 个 关键 的 复制 又 酶 得 以 协调 。 

第 二 个 重要 的 蛋 白 质 间 相 互 作 用 发 生 在 DNA 解 旋 酶 与 引物 酶 之 间 。 与 E. coli Ἔξ 
制 义 中 的 多 数 重 白 质 不 同 ， 引 物 酶 与 复制 又 的 结合 并 不 紧密 。 相 反 ， 在 约 1 秒 一 次 的 
间 隅 中 ， 引 物 酶 与 解 旋 酶 以 及 SSB 覆盖 的 单 链 DNA 结合 并 合成 新 的 RNA 引物 。 虽 
YR DNA 解 旋 酶 与 引物 酶 之 间 的 作用 相对 较 弱 ， 但 是 其 相互 作用 大 大 激发 了 引物 酶 的 
功能 (提高 约 1000 $). RNA 引物 合成 后 ， 引 物 酶 从 DNA 解 旋 酶 上 脱落 并 进入 溶液 
Hp 

ft. E. coli 中 引物 酶 与 DNA 解 旋 酶 之 间 相 对 较 弱 的 相互 作用 对 于 调节 冈 崎 片段 长 度 
很 午 要 。 凤 密 的 结合 可 导致 后 随 链 上 的 引物 合成 更 频繁 ， 这 样 冈 崎 片段 就 会 较 短 。 较 弱 
的 作用 则 产生 较 长 的 囚 崎 片段 。 

复制 又 上 发 挥 作 用 的 全 部 和 蛋白 质 的 总 和 称 为 复制 体 (replisome)。 这 些 蛋 白质 在 一 
起 形成 一 个 用 于 DNA 合成 的 调度 有 序 的 工厂 ， 此 工厂 含有 多 个 相互 关联 的 机 器 。 这 些 
机 和 何 都 可 单独 地 行使 重要 的 特殊 功能 。 当 它们 在 一 起 的 时 候 ， 其 活动 通过 相互 之 间 的 作 
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图 8-23 DNA 解 旋 酶 与 DNA 聚合 酶 下 全 酶 的 结合 加 快 DNA 链 分 离 的 速度 。 夹 子 装载 器 的 r 亚 基 在 复制 又 上 与 
DNA 解 旋 酶 和 DNA 聚合 酶 都 发 生 作用 。a. 当 此 相互 作用 形成 后 ，DNA 解 旋 酶 以 与 DNA 聚合 酶 复制 DNA 大 
致 同 样 的 速度 解 开 DNA。b. 如 果 DNA 解 旋 酶 没有 与 DNA RAM I REEF, ΠΙ DNA 解 开 的 速度 变 为 原来 的 
1/10。 在 此 情况 下 ，DNA 聚合 酶 的 复制 快 于 DNA 解 旋 酶 对 未 复制 DNA 链 的 拆 分 这 使 DNA 聚合 酶 焉 全 酶 能 
EE DNA 解 旋 酶 并 重新 形成 一 个 完整 的 复制 体 。 


用 进行 协调 。 这 些 相互 作用 在 E. coli 细胞 中 已 所 知 甚 详 ， 但 是 对 鸣 菌 体 和 真 核 DNA 复 
制 机 天 的 研究 表明 ， 这 些 生 物 中 的 DNA 复制 亦 涉 及 类 似 的 多 机 器 间 的 协调 作用 。 事 实 
E, FŒ E. coli 复制 中 涉及 的 蛋白 质 在 其 他 生物 中 有 明确 的 同 源 蛋 白质 . ee μή -. MIZ 
生物 和 真 核 生物 DNA 复制 中 执行 类 似 功 能 的 因子 的 名 称 见 表 8:1. 

为 了 更 好 地 体会 复制 DNA 的 酶 令 人 惊叹 的 能 力 ， 设 想 一 个 DNA 碱 基 有 你 的 课本 
那么 大 。 这 种 情况 下 双 链 DNA 将 有 约 1m 的 直径 ，E. coli 基因 组 将 是 一 个 约 500 英里 
(800 km) 周 长 的 大 环 。 更 重要 的 是 ， 复 制 体 有 联邦 快递 的 运 货车 那么 大 ， 它 将 以 超过 
375 类 里 /h (600 km/h) 的 速度 运动 ! 对 两 个 这 样 的 机 器 来 说 ， 瓦 coli 基因 组 的 复制 为 
历时 40min、250 英里 (400km) 的 路 程 ， 每 个 机 器 在 它 的 航 迹 上 留 下 两 条 lm 粗 的 
DNA 线 统 。 令 人 叫绝 的 是 ， 复 制 机 器 在 路 程 当中 平均 仅 产生 一 个 错误 


DNA 复制 的 起 始 
SR ee ee 
符 定 的 基因 组 DNA 序列 指导 DNA 复制 的 起 始 


复制 又 最 初 的 形成 需要 DNA 双 链 的 分 离 提供 单 链 DNA 用 于 DNA 解 旋 酶 结合 和 
RNA 引物 及 新 DNA 的 合成 所 必需 的 模板 。 虽 然 DNA 链 的 分 离 (也 称 为 DNA 解 旋 ) 
在 染色 体 末 端 最 容易 进行 ， 但 是 DNA 的 合成 通常 是 在 中 间 区 域 起 始 的 。 事实 上 ， 对 于 
环 状 染色 体 来 说 ， 无 染色 体 末 端 使 内 部 DNA 解 旋 对 复制 起 始 很 重要 。 
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DNA 解 旋 和 复制 起 始 发 生 的 特殊 位 点 称 作 复制 起 始 位 点 (origin of replication). 
依 不 同 的 生物 而 不 同 ， 每 个 染色 体 上 可 有 少 至 一 个 多 至 数 千 个 的 起 始 位 点 。 


复制 起 始 的 复制 子 模型 


1963 年 ，Francois Jacob, Sydney Brener 以 及 Jacques Cuzin 提出 一 个 模型 来 解释 
细 琐 中 复制 起 始 事件 的 控制 。 他 们 定义 所 有 的 DNA 均 从 称 为 复制 子 (replicon) 的 特 
定 的 起 始 位 点 开始 复制 。 例 如 ， 因 为 E. coli 中 的 单条 染色 体 只 有 一 个 复制 起 始 位 点 ， 
所 以 整个 染色 体 是 一 个 复制 子 。 相 反 ， 多 个 复制 起 始 位 点 的 存在 将 每 个 真 核 染 色 体 分 成 
多 个 复制 子 一 一 每 一 个 都 有 一 个 复制 起 始 位 点 。 

复制 子 模型 提出 了 控制 复制 起 始 的 两 个 元 
件 : 复制 问 和 起 始 子 〈 图 8-24)。 复 制 器 
(replicator) 是 指 足 够 指导 DNA 复制 起 始 的 
整套 顺 式 作用 的 DNA 序列 。 与 之 相对 照 的 
是 ， 复 制 起 始 位 点 是 在 DNA 上 发 生 DNA 解 
旋 以 及 DNA 合成 起 始 部 位 的 位 点 。 尽 管 复制 
起 始 位 点 始终 是 复制 硕 的 一 部 分 ， 但 是 有 时 
. ο (尤其 是 在 真 核 细 胞 中 ) 复制 起 始 位 点 仅仅 是 
指 寻 复制 起 始 〈 复 制 硕 ) 的 DNA 序列 的 一 部 
分 。 如 我 们 将 在 第 12 章 所 见 到 的 ， 在 转录 启 
动 子 与 转录 起 始 位 点 之 间 也 有 同样 的 区 别 。 

复制 子 模型 的 第 二 个 元 件 是 起 始 子 (initia- 
tor) 和 焦 日 。 此 重 日 质 特异 性 地 识别 复制 器 中 的 
一 个 DNA 元 件 并 激活 复制 的 起 始 ( 图 8-24). 
起 始 子 重 日 质 已 经 在 多 种 生物 中 得 到 确认 ， 
包括 细菌 、 病 毒 以 及 夏 核 细胞 。 昌 然 这 些 重 
日 质 用 不 同 的 DNA 结合 基 序 识别 DNA, 但 
是 他 们 都 选择 的 位 点 将 成 为 复制 起 点 。 有 趣 
的 是 ， 所 有 已 知 起 始 子 和 蛋 日 质 均 由 ATP 结合 
和 水 解 重 晶 调节， 并 且 有 共同 的 ΑΤΡ 结合 基 
Πο BÆJA DNA 滑动 夹 装载 器 不 同 但 相 


图 8-24 ”复制 子 模型 。 起 始 子 与 复制 器 的 结合 引发 
如 下 面 我 们 所 看 到 的 ， 起 始 子 蛋白 是 复制 
了 复制 的 起 始 和 相连 DNA 的 复制 。 起 始 中 涉及 的 唯一 的 序列 特异 性 DNA 结合 看 
H. 复制 起 始 所 需 的 其 他 蛋白质 均 不 与 DNA 特异 性 地 结合 。 相 反 , 这 些 蛋 白质 通过 相 
互 作用 以 及 对 特殊 DNA 结构 (如 单 链 DNA 或 引物 -模板 接头 ) 的 亲 和 性 而 聚集 到 起 始 
AFE o 
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复制 器 序列 包括 起 始 子 结合 位 点 和 容易 解 旋 的 DNA 

itll at) DNA 序列 有 2 个 共同 的 特性 (图 8-25). 第 一 ， 它 们 含有 起 始 子 蛋 白质 
第 合 位 点 ， 此 位 点 是 组 装 复制 起 始 机 器 的 核心 ;第 一 ， 它们 含有 一 段 富 含 AT 的 DNA, 
此 段 DNA 容易 解 旋 但 并 不 自发 进行 。 在 复制 器 上 ，DNA 的 解 旋 是 由 复制 起 始 蛋白 控 
制 的 ， 多 数 生物 中 这 些 蛋 白质 被 严格 调控 


a 


8-25 复制 器 的 结构 。 图 示 为 组 成 3 个 研究 得 很 透彻 的 复制 器 的 DNA 元 件 。 起 始 子 DNA 结合 位 点 表示 为 绿 
E., 促进 DNA 解 旋 的 元 件 表示 为 蓝 色 ， 第 一 段 DNA 合成 的 位 点 表示 为 红色 (oriC 位 点 不 在 所 示 的 序列 之 内 )。 
a. oriC 由 5 个 “9mer” 的 DnaA 结合 位 点 和 3 个 “13mer” 的 重复 元 件 构成 ， 后 者 是 起 始 DNA 解 旋 的 部 位 。 
b. 真 核 病 毒 SV40 的 复制 起 始 位 点 由 4 个 5 核 苷 酸 长 的 “ 工 抗原 ” 起 始 子 蛋白 结合 位 点 (P) 和 一 个 20bp 早期 
回 文 序列 CEP) 构成 ， 后 者 是 DNA 解 旋 的 部 位 。c. 在 酵母 复制 器 上 常见 3 种 元 件 。A 元 件 和 Bl 元 件 与 起 始 子 
ORC 结合 ，B2 元 件 促进 DNA 的 解 旋 和 与 其 他 复制 因子 的 结合 ， 


E. coli 染色 体 复制 所 需要 的 单个 复制 器 被 称 为 “oriC”"。 有 两 个 重复 的 基 序 对 oriC 
功能 至 关 重 要 (图 8-25a) 。9 核 背 酸 单位 的 基 序 是 E. coli 起 始 子 DnaA 的 结合 位 点 ， 其 
在 oriC 上 重复 5 次 。13 核 背 酸 单位 的 基 序 重复 3 次 ， 是 起 始 时 单 链 DNA 形成 的 起 始 
位 点 。 

虽然 很 多 真 核 生 物 病 毒 和 单 细胞 真 核 酿 酒 酵母 复制 器 的 特殊 序列 不 同 ， 但 其 整体 结 
FIARAI (Æ 8-25b，c) 。 定 义 复 制 起 始 位 点 的 方法 见 框 8-5。 

对 多 细胞 真 核 生 物 的 复制 器 了 解 还 不 是 很 多 。 由 于 缺少 在 单 细胞 真 核 生物 和 细菌 中 
用 于 复制 起 始 位 点 鉴别 的 可 稳定 繁殖 的 环形 小 DNA, 对 多 细胞 真 核 生物 复制 器 的 鉴别 
和 特征 的 了 解 变 得 困难 重重 〈 框 8-5) 。 在 少数 几 例 得 到 鉴别 的 复制 器 中 ， 发现 它们 比 
根 酒 醇 母 和 细菌 染色 体 中 的 复制 器 大 得 多 ， 长 度 通常 超过 1000bp 与 那些 较 小 的 复制 
个 不 同 ， 很 难 分 离 到 使 这 些 复制 器 功能 丧失 的 突变 ， 这 可 能 是 因为 在 这 些 序列 中 重要 的 
元 件 是 元 余 的 。 
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th DNA 有 特约 at | 所 示 为 限制 8 上 对 复制 过 程 中 的 DNA 切 ， Te Lax 
1 复制 起 妈 ο ΕΤ 道 而 驰 所 形 成 ) 的 生 长 。 对 复制 Μην 切 
杂交 来 检测 。 如 果 使 用 红色 的 限制 本 而 且 只 检测 到 可 与 红色 的 
DN. pene ΗΒ, J 则 将 ees 的 机 x. 如 果 使 用 蓝 色 的 限制 酶 和 蓝 色 的 DNA 探 针 来 检测 生成 κ 
smana ο... 注意 ο ο ο... 
5 手 模式 E “水泡 ”， 但 是 : 据 认 为 有 各 种 各 样 的 “Y” 形 中 1 体 。 只 有 含有 复 | μα 

ΔΘ ος. | 


ο ο ο 
电泳 进行 分 离 on er- 向 中 ，DNA 按照 大 小 和 形 ww 离 ， 在 第 二 
Ks ο τε ο... — 
琼脂 糖 凝 胶 的 孔径 要 小 le. 高 琼脂 糖 密 密度 )， 
RADE, ΕΑΝ BH LEA Ck 
ΠΠ 一 fH 当 电 泳 完 成 后 ， 将 DNA 分 子 转移 到 而 δὲ 
ΜΑΜΑ ΟΚ Sonem MEEN (E 1 章 )。 对 限制 酶 和 DNA 探 针 的 选择 vr ee) 
5 rR ss di a 
iik, EAT? 点 的 新 方法 ， 这 种 方法 不 需要 任何 对 起 始 
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结合 和 解 旋 : 起 始 子 蛋白 对 复制 起 始 位 点 的 选择 和 激活 。237 。 


结合 和 解 旋 : 起 始 子 蛋白 对 复制 起 始 位 点 的 选择 和 激活 


mee an A TE ll a EP RB BZD BP AE (图 8-26)。 第 一 ， 这 
BEA HMS R ll AB PE DNA 序列 结合 ; 
Z, EREHE HERE PAAA A 
了 于 相互 作用 ， 将 其 聚集 到 复制 器 。 不 是 所 有 的 起 
始 子 蛋白 质 行使 第 三 种 功能 : 他 们 扭曲 或 解 旋 其 
结合 位 点 附近 的 DNA 区 域 以 利于 打开 双 
ΠΕ DNA, 

[21 E. coli UR FEA DnaA Ahi), DnaA 与 
oriC 中 重复 的 9 PRAMI A (8 8-25) 
FF ΑΤΡ 的 调控 。 当 与 ATP (JE ADP) 结合 
时 ，DnaA 还 与 oriC 中 重复 的 13 BH BE i 
件 所 在 区 域内 的 DNA 相互 作用 。 这 些 额 外 的 相 
互 作用 使 13 核 苷 酸 单位 元 件 区 域内 20bp 的 
DNA 链 分 离 。 此 解 旋 DNA 给 其 他 复制 蛋白 提 
GES Aue DNA 模板， 用 于 启 始 复制 中 的 RNA 复制 
和 DNA 合成 步骤 LFX). ui 

在 染色 体 一 个 位 置 上 形成 单 链 DNA 不 能 满 图 8-26 DNA 复制 起 始 期 间 起 始 子 蛋白 的 功能 。 
E DNA 解 旋 酶 和 其 他 复制 蛋白 的 组 装 ，DnaA 图 示 为 起 始 子 蛋白 3 种 常见 的 功能 ，DNA 结合 、 
还 会 在 复制 器 所 形成 的 单 链 DNA 上 聚集 其 他 的 DNA 链 分 离 以 及 复制 蛋白 的 募集 。( 此 处 图 示 募 
包括 DNA 解 旋 酶 的 复制 蛋白 ( 见 下 文 )。E. coli 集 到 的 蛋白质 为 DNA 解 旋 酶 ;然而 每 种 起 始 子 
复制 的 调控 与 DnaA 活性 的 变化 有 关 ， 对 此 将 在 RR Aa 
框 8-7 中 讨论 。 

真 核 细 胞 中 ， 起 始 子 是 一 个 被 称 为 起 始 位 点 识别 复合 体 (origin recognition com- 
plex, ORC) 的 六 和 集 日 复合 体 。ORC 的 功能 在 酵母 细胞 中 研究 得 最 清楚 。ORC 可 识别 
ΠΕ {| 45 ΓΈΚΡΕΗ A 元 件 的 保守 序列 ， 以 及 次 保守 的 Bl 元 件 (图 8-25)。 像 DnaA 
那样 ，ORC 结合 并 水 解 ATP。 在 起 始 位 点 上 的 序列 特异 性 的 DNA 结合 需要 结合 
ATIP，ORC 将 真 核 细 胞 DNA 解 旋 酶 装载 到 复制 器 DNA 的 过 程 需 要 水 解 ATP 与 
DnaA 不 同 的 是 ， 与 酵母 复制 器 结合 的 ORC Η 丑 并 不 指导 相 邻 DNA 链 的 分 离 。 但 是 ， 


。238 。 第 8 章 DNA 的 复制 


ORC 可 再 接 或 间接 的 将 其 他 复制 蛋白 全 部 召集 到 复制 器 上 ( 见 下 文 )。 
蛋 日 质 -蛋白 质 和 蛋白 质 -DNA 相互 作用 指导 起 始 过 程 


起 娘子 与 复制 副 结 合 后 ， 复 制 起 始 中 剩 下 的 步骤 主要 由 蛋白 质 相互 作用 和 序列 非 依 
赖 性 的 重 晶 质 -DNA 相互 作用 来 驱动 。 最 终结 果 是 组 装 出 两 个 我 们 前 面 描述 的 复制 义 机 
售 。 为 了 阑 述 形成 这 些 蛋 白质 机 器 的 事件 ， 我 们 从 了 解 最 透彻 的 E. coli 开始 。 

起 娘子 (DnaA) 结合 到 oriC 并 使 13 ERAMA DNA 解 旋 后 ， 单 链 DNA 和 
DnaA 共同 召集 双 和 蛋白 复合 体 : DNA 解 旋 酶 、DnaB 以 及 解 旋 酶 装载 器 DnaC (图 
8-27)， 这 两 种 集 日 质 在 复合 体 中 均 为 六 拷贝 。 在 解 旋 酶 / 解 旋 酶 装载 器 复合 体 中 ， 
DNA 解 旋 酶 保持 非 活性 状态 。 一 旦 在 起 始 位 点 结合 单 链 DNA， 解 旋 酶 装载 器 就 指导 
Ei HY DNA 解 旋 酶 在 单 链 DNA 周围 进行 组 装 (注意 单 链 DNA 穿 过 解 旋 酶 六 体 蛋 
日 环 中 央 ) 。 这 个 过 程 类 似 于 套 在 引物 -模板 接头 上 的 滑动 DNA 夹 的 组 装 ， 并 且 DnaC 
ATE NK pe BN it — FEE A A] ATP 的 AAA1 和 蛋白 ( 框 8-4) 。 此 过 程 结束 后 ， 解 旋 酶 装 
载 硕 即 解 离 下 来 活化 解 旋 酶 。 两 条 分 离 的 单 链 DNA 链 每 一 条 都 在 起 始 位 点 位 置 上 安 
玫 一 个 解 旋 酶 ， 这 两 个 解 旋 酶 的 取向 是 沿 着 其 所 结合 的 单 链 DNA 按 5'>3' 极 性 相向 
而 行 。 

解 诈 酶 与 上 面 所 说 的 复制 义 其 他 元 件 之 间 的 蛋白 质 相互 作用 指导 复制 机 器 其 他 部 分 
HY ZH xe (图 8-27), 。 解 旋 酶 将 DNA 引物 酶 召集 到 DNA 的 起 始 位 点 上 ， 导 致 在 起 始 位 点 
的 各 条 链 上 合成 一 条 RNA 引物 。DNA 桶 合 酶 亚 全 酶 通过 与 引物 -模板 接头 以 及 解 旋 酶 
的 相互 作用 被 引导 到 起 始 位 点 上 。 当 全 酶 出 现 后 ， 即 在 RNA 引物 上 组 装 滑动 夹 ， 前 导 
链 聚 合 酶 开始 工作 。 在 解 旋 酶 的 作用 下 ， 新 的 单 链 DNA 不 断 暴 露 并 被 555 ES, 
DNA 5| 物 酶 合成 第 一 条 后 随 链 引物 。 这 些 新 的 引物 -模板 接头 被 夹子 装载 器 锁定 ， 此 夹 
于 玫 载 大 将 另外 两 个 滑动 夹 安放 到 后 随 链 上 。 这 些 夹 子 被 剩 下 的 空闲 核心 DNA RA 
正 识 别 ， 导 致 后 随 链 合成 的 启动 。 这 时 ， 两 个 复制 叉 已 经 组 装 完成 ， 复 制 起 始 结束 (ΠῚ 
个 复制 叉 实 际 上 是 如 何 组 装 的 还 有 待定 论 ， 见 框 8-6) 。 


真 核 染色 体 每 一 个 细胞 周期 精确 地 复制 一 次 


如 第 7 革 所 讨论 的 ， 真 核 细 胞 分 裂 所 需 的 事件 发 生 在 细胞 周期 的 不 同时 期 。 染 色 体 
DNA 复制 仅 发 生 在 细胞 周期 的 S 期 。 在 此 期 间 ， 细 胞 中 的 所 有 DNA 都 必须 精确 地 复 
制 一 次 。 染 色 体 任何 部 分 复制 的 不 完整 都 可 造成 子 染 色 体 之 间 不 适当 的 连接 。 互 联 染 色 
体 的 分 离 会 引起 染色 体 的 断裂 或 缺失 (图 8-28)。DNA 的 重复 制 产生 细胞 很 难 修复 的 
损伤 。 频 繁 地 试图 修复 这 些 损伤 ， 导 致 相关 DNA 的 扩 增 ， 从 而 不 适当 的 增加 了 相关 基 
因 的 表达 。 重 要 调控 基因 的 拷贝 数 即 使 增加 一 个 或 两 个 也 会 导致 基因 表达 、 细 胞 分 裂 或 
对 环境 信号 应 答 的 灾难 性 缺陷 。 所 以 ， 真 核 细胞 每 分 裂 一 次 ， 每 条 染色 体 中 每 个 碱 基 对 
复制 且 只 能 复制 一 次 ， 是 极其 重要 的 。 
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8-27 E.coli DNA 复制 起 始 的 模型 。 
图 示 为 E.coli 复制 起 始 的 主要 事件 。 
a. 多 个 DnaA-ATP 和 蛋白 结合 到 oriC 内 的 
9 核 芽 酸 单位 重复 序列 上 。b. DnaA-ATP 
写 这 些 序 列 的 结合 导致 链 在 13 ΜΗ Κα πι 
位 重复 处 分 离 。 这 是 由 DnaA-ATP 中 的 
单 链 DNA 结合 域 介 导 的 。c. 与 DnaA 结 
合 的 DNA 解 旋 酶 (DnaB) 和 DNA 解 旋 
酶 装载 器 (DnaC) 与 起 始 位 点 结合 。 形 
成 此 复合 体 需 要 解 旋 酶 装载 器 中 的 单 链 
DNA 结合 域 以 及 与 DnaA 的 蛋白 质 相互 
作用 。d. DNA 解 旋 酶 装载 器 催化 DNA 
解放 酶 蛋白 环 的 打开 和 环 在 单 链 DNA 起 
始 位 点 位 置 上 的 套装 。DNA 解 旋 酶 的 安 
疫 导 致 解 旋 酶 装载 器 从 复制 器 上 脱离 下 
来 并 激活 DNA 解 旋 酶 。e. 每 个 DNA 解 
旋 酶 召集 一 个 DNA 引物 酶 ，DNA 引物 
酶 在 各 模板 上 合成 一 条 RNA 引物 。 
DNA 解 旋 酶 的 运动 还 将 所 有 剩 下 的 与 复 
制 器 结合 的 DnaA BRA. f 新 合成 的 引 
物 被 两 个 DNA 聚合 酶 亚 全 酶 中 的 夹子 装 
载 右 元 件 识别 。 滑 动 夹 在 每 条 引物 上 组 
装 ， 前 导 链 的 合成 是 由 各 个 全 酶 中 的 两 
个 核心 DNA 聚合 酶 焉 全 酶 中 的 一 个 启动 
的 。g. 当 各 个 ΡΝΑ 解 旋 酶 运动 约 
1000bp 之 后 ， 在 各 自 的 后 随 链 模板 上 合 
成 第 二 条 RNA 引物 并 装载 滑动 来。 产生 
的 引物 -模板 接头 被 全 酶 中 的 第 二 个 DNA 
聚合 酶 上 核心 酶 识别 ， 导 致 后 随 链 的 合 
成 局 动 。h. 现在 各 个 复制 叉 上 的 前 导 链 
和 后 随 链 合成 都 已 启动， 并 将 持续 到 模 
板 的 末端 或 遇 到 邻近 复制 起 始 位 点 产生 
的 另 一 个 复制 又 为 止 。 


8 Ja DnaA ΑΤΡ 


(DnaB) A 


pn ~ 
装载 器 (DnaC) 
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对 琶 核 生物 染色 体 来 说 ， 由 于 每 条 染色 体 上 都 有 很 多 个 复制 起 始 位 点 ， 所 以 DNA 
复制 且 只 能 复制 一 次 的 要 求 对 其 非常 具有 挑战 性 。 通 常 每 隔 30kb 就 有 一 个 起 点 ， 所 以 
即便 是 一 个 小 的 真 核 染色 体 可 能 含有 超过 10 个 复制 起 点 。 人 的 染色 体 则 含有 成 千 上 万 
个 复制 起 点 。 第 一 ， 必 须 激活 足够 多 的 起 始 位 点 ， 以 保证 每 个 S$ 期 中 每 条 染色 体 都 被 完 
全 复制 。 通 常 ， 完 成 复制 并 不 需要 把 所 有 的 起 始 位 点 都 激活 ， 但 是 如 果 激 活 得 太 少 ， 基 
因 组 中 将 有 部 分 区 域 没有 被 复制 。 第 二 ， 虽 然 在 某 些 细胞 分 裂 轮 次 中 ， 有 些 可 能 的 起 始 
位 点 并 没有 被 用 到 ， 但 是 没有 一 个 已 复制 的 复制 起 始 位 点 可 以 重启 动 。 因 此 ， 一 个 起 始 
位 点 不 管 是 被 激活 而 使 其 自身 复制 还 是 被 邻近 起 始 位 点 产生 的 复制 又 所 复制 ， 它 都 必须 
拓 活 ， 直 至 下 一 轮 细 胞 分 裂 开 始 为 止 〈 图 8-29) 。 如 果 这 些 条 件 没有 达到 ， 则 一 个 细胞 
周期 内 带 有 起 始 位 点 的 DNA 将 被 复制 两 次 。 


结合 和 解 旋 : 起 始 子 蛋 白 对 复制 起 始 位 点 的 选择 和 激活 « 241. 


-o DNA 引物 酶 进 
引物 行 前 导 链 引物 合成 


DNA 3 > MS πι 全 酶 
FRNA 引物 结合 


DNA 引物 酶 产生 
ον 


25, 
第 二 个 DNA RABI 
EEE 
3 
ο -6 图 图 1 1 ο 机 全 个 ,在 7 在 左 : 半边 ， 两 个 DNA 多 τ We ΚΕ Th vy 工作 ; ΤΩΙ, 两 人 个 DNA 解放 we NEN Ti E 


-~ 注意 在 右 半边 ,一 个 DNA ΑΜ 四 全 酶 只 1 用 Waston 链 作 为 模板 ， 个 只 用 Crick 链 作为 模板 。 为 简 
ΑΕΠ. DNA 聚合 a i 四 没有 显示 连接 有 DNA 解 旋 酶 。 
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图 8-28 DNA 复制 不 完整 所 导致 的 染色 体 断裂 。 图 示 显 示 的 是 不 完全 复制 后 染色 体 分 离 的 结果 。 每 个 图 片上 面 
显示 的 都 是 完整 的 染色 体 。 底 部 显示 的 是 染色 体 在 DNA 水 平 上 的 断裂 细节 。( 染 色 体 分 离 详 见 第 7 BE) 随 着 染 
色 体 被 拉 开 ， 未 复制 的 DNA 上 承受 张力 ， 导 致 染色 体 断 裂 。 


起 始 位 点 1 起 始 
起 始 位 点 2 被 动 复制 


8-29 DNA 复制 使 复制 器 失 活 。 图 示 为 带 有 5 个 复制 器 的 染色 体 。 标 识 为 3 和 5 的 复制 器 首先 被 激活 ， 导 致 
两 对 双 加 复制 又 的 形成 。 亲 代 复 制 叉 的 激活 导致 两 个 子 DNA 分 子 上 这 两 个 复制 器 的 拷贝 都 失 活 ， 直 至 下 一 个 
细胞 周期 (用 红色 X 表 示 )。 复 制 义 继续 延伸 使 与 2 号 和 4 号 复制 器 交 释 的 DNA 被 复制 。 如 果 一 个 复制 器 在 尚 
未 被 启动 的 时 候 被 邻近 起 始 位 点 过 来 的 复制 叉 复制 ， 则 称 其 为 被 动 复制 。 虽 然 这 些 复 制 器 并 未 被 启动 ， 但 是 它 
们 仍然 因 其 DNA 的 复制 作用 而 失 活 。 相 反 ， 复 制 器 1 在 启动 之 前 邻近 的 复制 叉 并 未 抵达 ， 它 就 能 正常 启动 。 复 
制 右 出 现 的 数目 多 于 完成 DNA 复制 所 需 的 复制 器 的 数目 ， 这 是 一 种 保证 每 条 染色 体 都 能 完成 复制 的 元 余 形式 ，。 


结合 和 解 旋 : 起 始 子 蛋白 对 复制 起 始 位 点 的 选择 和 激活 « 943 . 


前 复制 复合 体 的 形成 指导 真 核 细 胞 中 的 复制 起 始 


其 核 细胞 中 复制 起 始 需 要 的 两 个 步骤 发 生 在 细胞 周期 的 不 同时 期 内 (第 7 音 )， 复 
制 副 选择 和 起 始 位 点 的 激活 。 复 制 器 选择 是 
对 指导 复制 起 始 的 序列 进行 识别 的 过 程 ， 发 
ETG 期 ( 早 于 S 期 )。 此 过 程 导致 基因 组 
中 每 个 复制 器 上 都 组 装 一 个 多 蛋白 复合 体 。 
起 始 位 点 激活 只 在 细胞 进入 S 期 后 发 生 ， 使 
复制 紫 结 合 的 蛋白 复合 体 启动 DNA 的 解 旋 
和 DNA 聚合 酶 的 募集 。 

复制 器 选择 和 起 始 位 点 激活 的 分 离 与 原 
核 细 胞 中 的 情况 不 同 。 原 核 细 胞 中 复制 器 
DNA 的 识别 本 质 上 与 DNA FY fe WE Le 5 
合 酶 的 募集 相 耦 联 。 如 我 们 下 面 所 看 到 的 那 
样 ， 在 真 核 细胞 中 ， 这 两 个 事件 的 短暂 分 离 
你 证 了 在 每 个 细胞 周期 中 每 条 染色 体 仅 仅 复 
制 一 次 〈 细 菌 细 胞 对 此 问题 的 解决 方法 不 
同 ， 见 框 8-7), 

复制 各 选 择 是 由 前 复制 复合 体 
(pre-RC) 的 形成 介 导 的 (图 8-30) 。pre-RC 
由 4 个 独立 的 蛋白 质 在 复制 器 中 以 有 序 的 方 
式 组 沪 而 成 。pre-RC 形成 的 第 一 个 步骤 是 
复制 右 被 真 核 起 始 子 ORC 识别 。ORC 结合 
上 以 后 ， 它 劳 集 两 个 解 旋 酶 装载 蛋白 〈Cdc6 图 8-30 前 复制 复合 体 (preRC) 形成 的 步骤 。pre 
和 Cdtl), ORC AAAS ASE AREER ARM RCMARE—-SAPOME, HREM AEA 
制 又 解 旋 酶 (Mem 2-7 复合 体 )。 有 趣 的 是 ， i ORC also mr 
air HY) WE — FP AB AAA* 家 庭 成 员 。 对 pre- pre RC 的 形成 。 
RC 组 滩 的 研究 表 及 这 些 蛋 白质 在 双 链 DNA 
周围 闪 载 环 状 Mcm2-7 复合 物 过 程 中 具有 ΑΤΡ 结合 和 水 解 活性 。pre_-RC 的 形成 并 不 导 
致 起 始 位 点 DNA 立刻 被 解 旋 或 者 DNA 聚合 酶 的 募集 ， 而 十 只 有 在 细胞 从 细胞 周期 的 
σι 到 达 SHE, Οι 期 形成 的 preRC 才 被 激活 ， 并 启动 复制 起 始 。 

pre-RC 筱 两 种 蛋白 激酶 Cdk (细胞 周期 依赖 性 激酶 和 Ddk (Dbf4 依赖 性 激酶 )， 
(图 8-31) 激活 ， 使 复制 得 以 启动 。 激 酶 是 可 将 磷酸 基 团 共 价 连接 到 靶 蛋 白 上 的 蛋白 质 
(第 5 章 )。 所 有 的 激酶 都 在 G 期 失 活 ， 只 有 在 细胞 进入 S 期 以 后 才能 被 激活 。 当 其 被 
激活 后 ， 这 些 激 酶 以 pre-RC 和 其 他 复制 蛋白 为 靶 蛋 白 。 这 些 蛋 白质 的 磷酸 化 导致 在 起 
她 位 点 上 其 他 复制 蛋白 的 组 装 以 及 复制 的 起 始 (图 8-31) 。 这 些 新 的 蛋白 质 包括 有 3 种 
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滑动 夹 和 夹子 装载 器 
(PCNA+RF-C) 


en 
κ ee ne 


8-31 preRC 的 激活 导致 真 核 复制 叉 
的 组 装 。 当 细胞 进入 细胞 周期 的 S 期 时 ， 
Cdk 和 Ddk 对 复制 蛋白 进行 磷酸 化 以 引 
发 复制 起 始 。 对 导致 DNA 在 起 始 位 点 上 
被 解 旋 的 事件 所 知 甚 少 ， 但 是 很 可 能 需 
要 Mcm 复合 体 的 活性 从 而 募集 很 多 辅助 
因子 以 及 DNA 聚合 酶 8 和 DNA ΣΕΝ 
s。DNA RAH a/ 引 物 酶 仅 在 DNA 聚合 
ΜΕ δ 和 DNA 聚合 酶 es 之 后 才 被 募集 。 
DNA RAM /引物 酶 在 起 始 位 点 出 现 之 
后 ， 合 成 一 段 RNA 引物 并 进行 有 限 的 延 
伸 。 产 生 的 引物 -模板 接头 被 真 核 滑 动 夹 
ελ (ΝΕΟ) 识别 ， 并 在 这 些 位 点 上 
组 装 滑动 夹 (PCNA). DNA 聚合 酶 All 
DNA RAM ε 都 能 识别 此 引物 并 开始 前 
导 链 的 合成 。DNA 解 旋 一 段 时 间 后 ， 
DNA 聚合 酶 /引物 酶 合成 额外 的 引物 ， 
使 DNA 聚合 酶 8 和 DNA RABE ε 可 进 
行 后 随 链 DNA 合成 的 起 始 。 此 处 我 们 图 
示 的 是 前 导 链 上 的 DNA 聚合 酶 8 和 后 随 
链 上 的 DNA 聚合 酶 s。 


结合 和 解 旋 : 起 始 子 蛋白 对 复制 起 始 位 点 的 选择 和 激活 。245 。 


DNA 聚合 酶 及 其 募集 所 需 的 许多 其 他 和 蛋白质 。 有 趣 的 是 ， 聚 合 酶 在 起 始 位 点 的 组 装 是 
以 一 定 的 顺序 进行 的 。DNA RAM δ 和 DNA 聚合 酶 s 先 结合 ， 然 后 是 DNA 聚合 酶 wy/ 
引物 酶 。 此 顺序 保证 了 3 种 DNA 聚合 酶 在 起 始 位 点 的 出 现 都 先 于 首 个 ΕΝΑ 引物 合成 
(由 DNA RAM /引物 酶 进行 )。 

在 起 始 位 点 组 装 的 蛋白 质 只 有 部 分 仍 作为 真 核 复制 体 的 一 部 分 继续 起 作用 。 除 了 这 
3 种 DNA 聚合 酶 之 外 ，Mcnm 复合 体 和 DNA 聚合 酶 募集 所 需 的 许多 因子 也 成 为 复制 叉 
机 可 的 部 件 。 与 E.coli DNA 解 旋 酶 装载 器 (DnaC) 类 似 ， 其 他 因子 (如 Cdc6 和 
Cdtl) 在 其 作用 结束 之 后 被 释放 或 被 破坏 (图 8-91). 


对 pre-RC 形成 和 激活 的 调控 使 每 个 细胞 周期 中 仅 有 一 轮 复 制 发 生 


真 核 细胞 如 何 对 数 以 百 计 甚至 数 以 千 计 的 复制 起 始 位 点 进行 活性 控制 ， 以 使 得 在 一 
个 细胞 周期 中 甚至 没有 一 个 位 点 被 激活 超过 一 次 ? 答案 在 于 细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 
(Cdk) 对 pre-RC 的 形成 和 活化 所 进行 的 严谨 调控 。 

Cdk 对 于 pre-RC 功能 的 调控 有 两 个 似乎 矛盾 的 作用 (图 8-32): 第 一 ， 如 我 们 上 面 
所 述 ， 它 们 是 激活 preRC 以 启动 DNA 复制 所 必需 的 ; 第 二 ，Cdk 的 活性 会 抑制 新 
pre-RC 的 形成 。 


允许 形成 pre-RC 无 pre-RC 激活 
ra 


Cdk Y5 E fi 


的 这 种 高 活性 同时 完全 抑制 了 新 pre-RC 复合 体 的 形成 ; 相反 ，Cdk 的 低 活 性 有 利于 新 pre-RC 的 形成 但 是 却 不 
足以 通过 新 形成 的 pre-RC 复合 体 引 发 DNA 复制 起 始 。 


pre-RC 的 功能 、Cdk 水 平 以 及 细胞 周期 之 间 密 切 的 联系 保证 了 真 核 生 物 基 因 组 在 
一 个 细胞 周期 内 只 复制 一 次 (图 8-33). Æ Οι 期 内 Cdk 水 平 低 ， 但 是 细胞 周期 的 其 他 
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HA (5. G: AIM 期 ) 一 直 存 在 高 水 平 的 Cdk。 因 此 ， 在 每 个 细胞 周期 内 ，pre-RC 仅 
仅 有 一 次 形成 的 机 会 (αι SHAD. ， 而 且 这 些 pre-RC 被 激活 的 机 会 也 仅 有 一 次 (实际 上 
TE S, G: 和 M 期 所 有 的 pre-RC 都 被 S 期 的 复制 又 激 活 或 破坏 )。 


组 装 期 


μή : : Fa 性 ΜΙ 
cak 水 


平 低 - Cdk ACERS 


不 能 被 激活 。 在 S 期 ,活性 水 平 提高 的 Cdk 引发 DNA 复制 的 起 始 并 阻止 任何 在 刚 复制 的 DNA 上 的 新 pre-RC 
复合 体形 成 。pre RC 被 用 于 复制 起 始 之 后 ， 就 必须 解 离 GER pre-RC 至 少 有 一 个 重要 的 元 件 ，Mecm 复合 体 ， 
成 为 复制 又 的 部 件 )。 类 似 地 ， 对 与 pre-RC 相连 的 DNA 的 复制 也 引起 复合 体 的 解体 (未 显示 )。 因 为 Cdk 在 有 
丝 分 裂 结束 之 前 一 直 保持 高 水 平 ， 所 以 在 染色 体 完 成 分 离 之 前 不 再 形成 任何 新 的 pre-RC 复合 体 。 无 新 的 pre 
RC 复合 体形 成 ， 复 制 重新 起 始 是 不 可 能 发 生 的 。 


pre-RC 在 被 激活 或 它们 所 结合 的 DNA 被 复制 之 后 解体 (图 8-29) 。 这 些 暴露 的 复 ， 
{| ἀπ bila ΗΓΒ pre-RC 的 形成 并 迅速 结合 上 ORC。 尽 管 这 些 位 点 上 存在 起 始 子 ， 但 
S, G: 和 M 期 细胞 中 高 活性 水 平 的 Cdk 阻止 了 pre-RC 复合 体 其 他 成 员 与 ORC 的 结合 。 
只 有 当 细 胞 将 其 染色 体 分 离 且 完 成 细胞 分 裂 的 时 候 ，Cdk 的 活性 才 消 失 ， 新 的 pre-RC 
复合 体 才 能 够 形成 。 


真 核 和 原核 生物 DNA 复制 起 始 的 相似 性 
现在 我 们 已 经 描述 了 在 真 核 细 胞 和 原核 细胞 中 的 复制 起 始 ， 很 明显 在 两 种 情况 下 复 
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制 起 始 有 共同 的 特点 。 第 一 步 是 起 始 子 蛋白 对 复制 器 的 识别 。 起 始 子 蛋白 和 一 个 或 多 个 
Fie Te ng se AE SET) DNA 解 旋 酶 募集 到 复制 器 上 。 解 旋 酶 〈 和 真 核 细胞 中 起 始 位 点 
上 其 他 浴 在 的 和 蛋白质) 产生 单 链 DNA 区 域 ， 作 为 RNA 引物 合成 的 模板 。 当 引物 合成 
后 ， 复 制 体 的 其 他 元 件 通过 与 形成 的 引物 -模板 接头 相互 作用 进行 组 装 。 

稚 管 真 核 细 胞 和 原核 细胞 中 的 复制 起 始 相似 ， 但 是 二 者 中 复制 的 调节 机 制 是 完全 不 
同 的 。 例 如 ， 与 真 核 细 胞 不 同 ， 人 快速 分 化 的 细菌 细胞 在 一 次 细胞 循环 内 多 次 起 始 复制 。 
复制 调节 中 最 严谨 的 步 又 在 真 核 细 胞 和 原核 细胞 中 也 是 不 同 的 。 真 核 细胞 的 对 复制 的 调 
万 集中 在 MCM 解 旋 酶 和 DNA 最 初 结合 上 ， 而 细菌 细胞 集中 在 DnaA 起 始 蛋 白 与 DNA 
的 结合 上 CHE 8-7). 


ws 
pe 


κ: 8-7 E. coli 复 制 受 DnaA-ATP KFF 和 SeqA 的 调控 ο o — ο. ΄ ο. — 


在 所 有 ae, ATR 证 染色 体 数目 和 细胞 数量 BHE OLELE 
严格 控制 十 分 重要 。 ἃ RAS AE 细胞 中 对 这 种 平衡 的 调控 最 为 r 格 ， E coli 也 通过 禁 
ΜΑΛΜΕ ΚΕΜΑ ΝΑΡ LRORL AREA, — ANAK ABA MA Be 
oriC 上 重新 启动 后 的 快速 复制 。 6 

”有 一 个 方法 可 检测 DNA 复制 前 前 后 BP RA RR 变化 Ce 8- τε a D. E coli 细胞 
| τ. 一 种 称 作 Dam 甲 基 转 和 多 酶 的 酶 将 甲 基 基 团 加 到 每 个 GATC 序列 ] 的 A i 《注意 意 此 序 
列 是 回 文 结 构 )。 通 常 基因 组 在 GATC 序列 上 是 完全 甲 基 化 的 。 这 种 情况 在 GATC 序 
列 复 制 之 后 就 改变 了 . ， 因 为 在 新 合成 的 DNA 链 中 ， Aki A PRM, 所 以 这 ον 
τν ΚΑΡΑ ΟΕΚ. ο... 


ο... ο a a SMA 5 GATC KRAG, mate 


x 后 ， ο iait, & TI Dam ΣΑ 1th ais 前 与 之 结合 -. ο. a ,. ο. 
ΔΑ ΝΑΡ ΜΑΜΑ. ΧΑ» ΕΜΚΜΜΑΤ GATC HOME 处 的 四 wats 


a 位 


heana a παι. CME GATCREAT SAMAR σ 


事 件 是 复制 从 or iC 起 始 的 直接 结果 ) 导致 DnaA 结合 受 抑制 ， 从 而 阻止 了 从 两 个 -新 合 


或 出 的 子 措 Rw oriC 上 进行 快速 的 复制 重 το. = ο... ο... 
ο ο HRA RAH I iC LRAT $ 
上 所 述 ， 只 有 与 ATP 结合 的 DnaA 才能 指导 复 Lanki Rax 过 程 中 ，ATP 转化 


成 ADP。 因 此 ， 经 过 一 轮 复 制 起 始 的 过 程 后 ， DnaA 成 为 失 ae. 
ο «μια. --- PRAT TRL OAS 


个 9 8 ο. αν 位 4 5 (DnaA ἘΠ 


)， 当 它们 被 κα δη 
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结束 复制 。249 。 


结束 复制 
II ΚΝ 


DNA 复制 的 完成 需要 一 系列 特殊 的 事件 。 对 于 环形 和 线性 染色 体 来 说 ， 这 些 事件 
是 不 同 的 。 对 于 环形 染色 体 ， 常 规 的 复制 又 机 器 能 复制 整个 分 子 ， 但 是 产生 的 子 代 分 子 
之 间 是 相互 拓扑 连接 的 。 相 反 ， 线 性 染色 体 最 未 端 处 的 复制 不 能 由 我 们 目前 所 讨论 的 复 
制 又 机 器 来 完成 。 因 此 ， 含 有 线性 染色 体 的 生物 发 展 出 一 套 新 的 策略 以 克服 这 种 未 端 复 
制 的 问题 。 


FTR DNA 分 子 的 分 离 需 要 拓扑 异 构 酶 了 


环形 染色 体 复制 完成 之 后 ， 产 生 的 子 代 DNA 分 子 如 铵 链 般 连接 在 一 起 〈 图 8-34). 
贸 链 是 描述 两 个 相连 的 圆 环 (类 似 于 链 中 的 连环 ) 的 一 般 性 术语 。 为 了 使 这 些 染色 体 分 
离 到 子 细胞 中 去 ， 两 个 环形 DNA 分 子 必须 相互 脱离 。 此 分 离 是 由 拓扑 异 构 酶 可 作用 完 
成 的 。 如 我 们 在 第 6 章 所 讨论 的 ， 这 些 酶 具有 断裂 一 条 双 链 DNA 分 子 并 使 第 二 条 双 链 
DNA 分 子 通过 此 缺口 的 能 力 。 这 样 ， 拓 扑 异 构 酶 开 催 化 了 两 个 子 代 DNA 分 子 中 的 一 
个 断裂 并 使 另 一 个 子 代 分 子 通过 这 个 缺口 。 此 反应 使 两 个 子 代 染色 体 解 开 铵 环 ， 并 使 它 
们 分 配 到 两 个 分 离 的 细胞 中 。 
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虽然 此 活性 对 环形 染色 体 的 分 离 的 重要 性 是 考 
庸 置疑 的 ， 但 是 拓扑 异 构 酶 开 的 活性 对 于 大 的 线形 
分 子 分 离 也 很 重要 。 尽 管线 形 分 子 复制 之 后 本 喘 并 
无 拓扑 学 连接 ， 但 是 体积 巨大 的 真 核 生 物 染 色 体 必 
须 将 DNA {τ 8 WM A FF Ay SE A ΠΙ SC RE ECB 
章 )。 这 种 连接 导致 在 两 个 子 代 染色 体 分 离 时 会 遇 
到 很 多 与 环形 染色 体 分 离 同 样 的 问题 。 


后 随 链 的 合成 不 能 复制 线性 染色 体 的 最 末端 


所 有 新 的 DNA 合成 启动 都 需要 一 条 RNA 引 
物 ， 这 使 线性 染色 体 末 病 的 复制 成 为 难题 。 这 种 情 
UW OR BR AD AR Mig Βα ΠῚ [a] Cend replication problem) 
(图 8-35)。 对 前 导 链 模板 复制 来 说 不 存在 这 种 问 
题 。 在 这 种 情况 下 ， 一 条 内 部 的 RNA 引物 即 可 指 
导 DNA 链 的 起 始 并 能 延伸 到 其 模板 的 5 最 末端 。 
与 此 相反 ， 后 随 链 合成 的 完成 需要 多 条 引物 ， 这 意 
味 看 不 能 产生 一 条 完整 拷贝 的 模板 。 即 使 是 在 冈 崎 
片段 合成 的 最 后 一 个 RNA 引物 的 末端 与 后 随 链 模 
板 上 最 末 闹 的 碱 基 对 退火 的 情况 下 ， 当 此 RNA 5| 
: ὦ 物 被 去 除 以 后 ， 在 染色 体 末 端 仍 将 有 一 人 小段 未 复制 
图 8-34 ”拓扑 异 构 酶 工 催化 复制 产物 的 解 的 单 链 DNA， 这 意味 着 每 一 轮 DNA 复制 都 将 出 现 
环 。 当 一 个 环形 DNA 复制 后 ， 产 生 的 子 代 两 条 子 代 DNA 分 子 中 的 一 条 被 截 短 的 情况 。 很 显 
DNA 分 子 仍 保持 相互 连接 。DNA 拓扑 异 构 然 ， 这 种 情况 将 破坏 遗传 物质 从 一 代 向 另 一 代 的 完 
有 传递。 最 用 ， 烛 色 体 来 庄 的 基因 将 会 丢失 。 
细胞 解决 末 问 复制 问题 有 各 种 各 样 的 方法 。 一 种 解决 方法 是 用 蛋白 质 代 替 ΕΝΑ 作 
为 每 个 染色 体 未 端 最 后 一 个 囚 崎 片段 的 引物 E 8-36) 。 在 这 种 情况 下 ，“ 引 物 和 蛋白 ” 
与 后 随 链 模 板结 合并 用 一 个 氨基 酸 来 提供 一 OH， 以 代替 正常 情况 下 ΕΝΑ 引物 提供 的 
3 -OH。 通 过 与 最 后 的 后 随 链 结 合 ， 引 物 蛋 白 与 染色 体 的 5 端 形 成 共 价 连接 。 这 种 在 未 
纹 连 接 复 制 重 日 质 的 情况 ， 在 某 些 具 线性 染色 体 的 细菌 (多数 细菌 是 环形 染色 体 ) 的 染 
色 体 末端 以 及 在 某 些 具 线 性 染色 体 的 细菌 病毒 和 动物 病毒 的 染色 体 末 端 都 有 发 现 。 
多 数 真 核 细 胞 使 用 完全 不 同 的 方法 来 复制 其 染色 体 末 端 。 如 我 们 在 第 7 章 所 述 ， 真 
核 生 物 染 色 体 的 末端 称 为 病 粒 ， 它 们 通 篆 由 首尾 相 接 的 富 含 TG 的 重复 DNA 序列 构 
成 。 例 如 ， 人 端 粒 含有 很 多 首尾 相 接 的 重复 序列 5 -TTAGGG-3 。 虽 然 这 种 重复 序列 很 
多 都 是 双 链 的 ， 但 是 每 条 染色 体 的 3 端 都 位 于 其 5 端 之 外 成 为 单 链 DNA。 这 种 独特 的 
结构 可 作为 新 的 复制 起 始 位 点 以 弥补 未 端 复制 问题 。 此 起 始 位 点 所 相互 作用 的 蛋白 质 与 
真 核 生物 其 他 起 始 位 点 的 作用 和 蛋白 不 同 ， 它 募集 一 个 称 作 端 粒 酶 的 特殊 蛋白 来 行使 
功能 。 


结束 复制 。251 。 


+ | ! “最 后 的 冈 崎 片段 


| 
/ | / 


σα ο ο τσ Ee 3: 


| 

修复 冈 崎 片段 
| | 

| 


染色 体 变 短 


8-35 ”末端 复制 问题 。 当 后 随 链 复制 机 器 到 达 染 色 体 未 端 时 ， 有 时 引物 酶 没有 足够 的 空间 去 合成 
新 的 RNA 引物 。 这 导致 复制 的 不 完整 和 后 随 链 DNA 产物 上 3 端 形 成 一 小 段 单 链 DNA。 当 此 DNA 
产物 在 下 一 轮 被 复制 的 时 候 ， 两 个 产物 中 的 一 个 将 变 短 ， 在 上 一 轮 复制 中 没有 被 复制 的 区 域 将 丢失 。 


8-36 ”蛋白 质 引 物 是 解决 未 端 复制 问题 的 一 个 办 法 。 通 过 与 DNA 聚合 酶 和 模板 3' 端 的 结合 ， 蛋 白质 提供 具 引 
物 作用 的 羟基 基 团 以 起 始 DNA 的 合成 。 在 所 示 的 例子 中 ， 蛋 白质 如 在 很 多 病毒 中 所 见 到 的 那样 成 为 DNA 合成 
的 引物 。 对 于 较 长 的 DNA 分 子 来 说 ， 此 方法 结合 传统 的 起 始 位 点 处 的 复制 方法 来 使 染色 体 进行 复制 。 
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端 粒 酶 古 一 种 新 型 的 DNA 聚合 酶 ， 它 不 需要 外 源 模板 


并 粒 酶 是 一 种 特殊 的 酶 ， 它 既 含 有 和 蛋白质 成 分 也 含有 ΕΝΑ 成 分 (所 以 这 是 一 个 核 
糖 核 蛋白 的 例子 ， 见 第 5 章 )。 与 其 他 所 有 DNA 聚合 酶 相同 的 是 ， 端 粒 酶 用 于 延伸 其 
DNA 底 物 的 3 端 。 但 与 大 多 数 DNA 聚合 酶 不 同 的 是 ， 端 粒 酶 不 需要 外 源 性 DNA 模板 
来 指导 新 dNTP 的 添加 ， 而 是 利用 其 ἈΝΑ 成 分 作为 模板 ， 将 端 粒 序列 添加 到 染色 体 末 
端的 3 端 。 端 粒 酶 利用 其 自身 的 RNA 作为 模板 ， 特 异性 地 延伸 特定 单 链 DNA 序列 的 
3 -OH。 新 合成 的 DNA 为 单 链 DNA, 

闹 粒 酶 不 同 寻 常 的 功能 的 关键 所 在 是 该 酶 的 RNA 组 分 称 为 端 粒 酶 RNA 或 TER, 
在 不 同 物种 中 ，TZR 大 小 从 150bp 到 1300bp 不 等 。 在 所 有 生物 中 ， 此 ΕΝΑ 序列 含有 
1. 5 搁 贝 的 完整 端 粒 序列 〈 对 人 而 言 ， 此 序列 是 5'-TAACCCTAA-3'), ， 能 与 端 粒 3' 端 
的 单 链 DNA 退火 (图 8-37) 。 退 火 发 生 的 方式 是 RNA 模板 的 一 部 分 保持 单 链 ， 形 成 可 
锌 疡 粒 酶 作用 的 引物 -模板 结合 区 。 端 粒 酶 的 一 种 蛋白 质 亚 基 与 一 类 DNA 聚合 酶 相关 ， 
这 种 DNA 聚合 酶 使 用 ΕΝΑ 模板 ， 称 为 反 转 录 酶 (此 亚 基 称 为 端 粒 酶 反 转 录 酶 或 
TERT) 如 我 们 将 在 第 11 章 所 看 到 的 ， 这 些 酶 将 RNA 反 转 录 成 DNA， 而 不 是 较 常规 
的 DNA 转录 成 RNA。 端 粒 酶 合成 DNA 至 RNA 模板 的 末端 ， 但 是 不 能 继续 复制 此 
RNA 之 外 的 序列 。 此 时 RNA 模板 与 DNA 产物 解 离 ， 再 次 与 端 粒 上 的 最 后 3 “ΠΒΕΉΓ ΜΕ 
退火 ， 然 后 重复 此 过 程 。 

疡 粒 酶 的 特性 在 某 种 程度 上 来 说 具有 其 独特 性 ， 但 与 其 他 DNA 聚合 酶 仍 是 非常 类 
似 的 。 端 粒 酶 所 具有 的 含有 ΕΝΑ 成 分 、 不 需要 外 源 性 模板 ， 以 及 能 够 使 用 单纯 的 单 链 
DNA 撒 物 的 特点 ， 使 其 与 其 他 DNA 聚合 酶 区 相 区 别 。 此 外 ， 端 粒 酶 还 必须 有 将 其 
RNA 模板 从 DNA 产物 上 去 除 的 能 力 ， 以 进行 多 轮 模板 指导 下 的 重复 合成 。 通 常 ， 这 
ERE mA A RNA-DNA 解 旋 酶 活性 。 另 一 方面 ， 与 其 他 所 有 的 DNA 聚合 酶 相同 ， 
半 粒 酶 也 需要 模板 来 指导 核 苷 酸 的 添加 ， 只 能 延长 DNA 的 3' 端 ， 使 用 同样 的 核 苷 酸 前 
体 ， 具 有 持续 延伸 能 力 ， 每 次 与 DNA 底 物 结合 后 可 添加 很 多 重复 序列 。 框 8-8 讨论 了 
闹 娄 酶 在 调节 细胞 生长 和 细胞 衰老 过 程 中 的 作用 。 


端 粒 酶 通过 延伸 染色 体 3 端 解决 了 末端 复制 问题 


当 端 粒 酶 作用 于 端 粒 的 3 端 时 ， 它 仅 能 延伸 染色 体 的 这 一 末端 。 那 么 ，5' 端 是 怎样 
延伸 的 呢 ? 此 工作 是 由 后 随 链 DNA 复制 机 器 来 完成 的 (图 8-38) 。 通 过 提供 一 个 延伸 
的 3 端 ， 端 粒 酶 为 后 随 链 复制 机 器 的 作用 提供 了 额外 的 模板 ， 使 后 随 链 复 制 机 器 可 延 
长 DNA 5 端 。 

即便 是 在 后 随 链 复制 机 器 作用 后 ， 染 色 体 末端 仍 有 一 小 段 单 链 DNA 区 域 。 事实 
上 ，3 凸 出 端的 存在 对 端 粒 酶 的 末端 保护 功能 可 能 是 很 重要 的 (如 下 所 述 )。 然 而 ， 端 
粒 酶 和 后 随 链 复制 机 器 的 作用 ， 能 够 保证 端 粒 维持 在 足够 的 长 度 以 保护 染色 体 未 端 不 会 
变 得 太 短 。 由 于 端 粒 DNA 的 重复 性 以 及 非 蛋白 编码 性 ， 细 胞 可 以 允许 不 同 长 度 的 端 粒 
存在 。 
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图 8-37 ” 端 粒 酶 进行 的 端 粒 复制 。 端 粒 酶 用 其 RNA 成 分 与 端 粒 单 链 DNA 区 域 的 3' 端 退 
火 。 随 后 用 其 反 转 录 活 性 合成 DNA 至 RNA 模板 末端 。 这 时 端 粒 酶 将 RNA 从 DNA 产物 


上 移 去 并 重新 结合 到 端 粒 的 末端 ， 重 复 上 面 的 过 程 。 
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图 8-38 ” 端 粒 酶 对 端 粒 3 端的 延伸 解决 
了 末端 复制 问题 。 虽 然 端 粒 酶 只 能 通过 
为 后 随 链 DNA 合成 提供 额外 的 模板 来 直 
接 延 伸 端 粒 的 3 端 ， 但 这 样 染 色 体 的 两 
AR ABTS BY THEA 
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端 粒 结合 蛋白 调 市 端 粒 酶 活性 和 端 粒 长 度 


理论 上 可 以 无 限制 地 利用 端 粒 酶 延长 端 粒 ， 结 合 于 端 粒 双 链 区 的 蛋白 质 调节 端 粒 的 
KÆ (图 8-39) 。 这 些 和 蛋白 质 或 者 结合 在 其 上 的 其 他 蛋白 质 是 端 粒 酶 活性 的 微弱 抑制 剂 
(图 8-40) 。 当 奖 粒 序列 重复 拷贝 较 少 时 ， 这 些 蛋 白质 中 的 一 部 分 与 端 粒 结合 并 且 端 粒 
酶 延长 端 粒 的 3 羟基 末端 。 随 着 端 粒 的 逐渐 增长 ， 更 多 的 端 粒 结合 蛋白 积累 并 且 端 粒 
酶 延长 端 粒 的 3 羟基 末端 。 这 一 简单 的 负 反 馈 机 制 〈 长 端 粒 抑制 端 粒 酶 ) 是 维持 端 粒 
在 所 有 染色 体 未 端 相 同 长 度 的 强 有 力 的 方法 。 

识别 单 链 形式 的 端 粒 蛋白 质 同样 能 调节 端 粒 酶 活性 。 在 酵母 细胞 中 ，Cdcl3 蛋白 与 
于 粒 的 单 链 区 结合 。 研 究 表明 该 蛋白 招募 端 粒 酶 到 端 粒 上 。 因 此 Cdcl3 是 端 粒 酶 的 正 向 
激活 子 。 相 比较 而 言 ， 结 合 到 单 链 端 粒 DNA 上 的 和 蛋白质，POT1， 则 是 端 粒 酶 活性 的 
抑制 子 。 体 外 研究 表明 POTI 结合 到 单 链 端 粒 DNA 上 抑制 端 粒 酶 的 活性 。 缺 少 该 蛋白 
的 细胞 并 粒 DNA 的 长 度 大 大 增加 。 有 趣 的 是 ， 该 蛋白 间接 地 和 人 细胞 中 双 链 端 粒 结合 
集 日 相互 作用 。 研 究 已 经 表明 端 粒 长 度 越 长 ， 更 多 的 TOP] 蛋白 结合 在 端 粒 的 单 链 
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图 8-39 ” 端 粒 结合 蛋白 。 图 示 为 酵母 细胞 和 人 细胞 中 调解 端 粒 酶 活性 的 端 粒 结合 蛋白 。 (a) 酵母 细 
胞 。Rapl 直接 和 双 链 端 粒 重复 DNA 结合 ， 而 Rifl 和 Rif2 通过 和 Rapl 的 结合 而 间接 地 与 端 粒 相 互 
作用 。 这 三 种 蛋白 质 已 经 用 于 研究 端 粒 酶 活性 的 抑制 。Cdcl3 和 单 链 端 粒 重复 序列 结合 ， 在 端 粒 酶 的 
招募 过 程 中 起 作用 。 (b) 人 细胞 。TRF1 和 TRF? 直接 结合 到 双 链 端 粒 重复 DNA 上 。 人 细胞 中 
Rapl, ΤΙΝ2. TPP1 和 POT1 的 同 源 体 都 与 TRF1 和 TRF2 相互 作用 。 这 些 蛋 白质 一 起 形成 一 个 复合 
体 ， 由 于 其 对 端 粒 酶 的 保护 使 端 粒 酶 逃脱 DNA 修复 酶 的 作用 ， 此 复合 体 被 命名 为 “Shelterin”。 
POT 1 同样 能 直接 和 单 链 端 粒 重复 DNA 结合 。 


端 粒 结合 蛋白 保护 染色 体 末 端 


问 粒 结合 重 白 除 调节 端 粒 酶 功能 之 外 ， 还 对 保护 染色 体 末 端 至 关 重 要 。 通 常 认为 在 
细胞 中 ，DNA 末端 的 存在 是 DNA 中 双 链 断裂 的 标记 ， 该 断裂 是 DNA 修复 机 器 的 靶 位 
FA (9138 9 章 ) 。 这 种 修复 最 常见 的 结果 是 启动 基因 组 上 其 他 DNA 之 间 的 重组 (在 双 
倍 染色 体 细胞 中 ， 这 种 重组 以 断裂 染色 体 的 完整 拷贝 为 靶 位 点 )。 但 是 这 种 重组 只 适 于 
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图 8-40 ” 端 粒 结合 蛋白 调节 端 粒 的 长 度 。 端 粒 酶 相对 较 短 时 ， 少 量 端 粒 结合 蛋白 出 现 并 对 端 粒 酶 有 
较 弱 的 抑制 作用 。 在 此 情况 下 ， 端 粒 酶 可 以 延长 端 粒 的 3' 未 端 。 当 结合 区 域 由 后 随 链 DNA 合成 机 制 
作用 变 成 双 链 结构 时 ， 其 他 端 粒 结合 蛋白 与 端 粒 相互 作用 。 该 过 程 增强 {παν ΚΕΠ! {| ΤΚ Ἢ ΒΗ [ὑπ 
粒 酶 的 进一步 延伸 。( 经 允许 改编 ， 源 自 Smogorzeska A. and de Lange T 2004. Annu. Rec. Biochem. 73: 
177-208. Fig. 349 Annual Reviews) 


DNA [βΡιϑτ4ἑ, MRS ΜΕΛΗ SEPP SS Ae GR. LEE BE DNA 断裂 
的 方式 来 修复 端 粒 会 导致 染色 体 融 合 ， 最 终 导致 随机 染色 体 断 裂 。 

征 什 么 在 保护 端 粒 逃 脱 这 种 命运 呢 ? 简单 来 说 ， 结 合 在 端 粒 上 的 蛋白 质 将 端 粒 同 细 
胞 中 其 他 DNA 末端 区 分 开 来 。 这 些 蛋 白质 的 减少 造成 端 粒 被 误 认 为 是 正常 的 DNA Κα 
祈 。 一 种 简单 可 能 的 保护 方法 是 用 结合 在 其 上 的 蛋白 质 包 被 端 粒 。 对 人 类 端 粒 结构 的 研 
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究 提 供 了 男 一 种 保护 方法 。 电 镜 观 察 从 人 类 细胞 中 分 离 的 并 粒 是 环 状 结构 而 非 线 性 结构 
(图 8-41a) 。 后 续 分 析 显示 该 结构 〈 称 为 t-loop〉 是 由 端 粒 的 3' 单 链 DNA AR ina [5] Άν AY) 
双 链 DNA 区 域 插入 产生 的 。 有 趣 的 是 ， 纯 化 的 TRF 能 够 指导 纯化 的 端 粒 DNA t-loop 
结构 的 形成 。 

t-loop 结构 与 端 粒 长 度 的 控制 有 关 。 正 如 环 状 结构 可 以 保护 端 粒 不 被 DNA 修复 酶 
修复 一 样 ， 端 粒 酶 不 能 识别 环 状 端 粒 ， 因 为 其 缺少 明显 的 单 链 3 末端 。 有 人 提出 端 粒 
长 度 越 短 ， 端 粒 就 越 难 形成 t-loop 结构 ， 因 此 细胞 拥有 更 多 的 端 粒 3 末端 。 


σσ à : ᾿ , : | / 
- - ᾽ ` A νο ο ορ Ne IEICE EEEIEE EIEIO EEEIEE 
“ . . ΄ x 所 Ν ww ww Px ο. υ.-΄.-”.--:-:-----:-πμπς 
- ” 了 


图 8-41 细胞 中 端 粒 环 状 结构 的 形成 。(a) 人 类 细胞 中 分 离 到 的 端 粒 的 电镜 图 。 DNA 末端 环 包括 端 
粒 末 端的 单 链 DNA， 即 文中 提 到 的 tloop。 图 中 右上 角 的 DNA 末端 与 染色 体 剩 余部 分 结合 。(b) t- 
loop 形成 机 制 。 首 先端 粒 折 释 使 端 粒 末端 的 单 链 DNA 接近 端 粒 的 双 链 DNA ΕΙ. 一 旦 单 链 DNA 
恰当 定位 ， 其 侵入 双 链 DNA 重复 序列 ， 代 替 双 链 DNA 另 一 条 链 与 互补 链 形成 螺旋 。 该 现象 称 作 置 
换 环 ， 是 同 源 重组 中 常见 的 中 间 体 〈 见 第 10 章 )。 端 粒 未 端 蛋白 和 其 他 细胞 蛋白 (如 重组 蛋白 ) H 
同 作用 促进 该 过 程 的 发 生 。 注 意 端 粒 变 短 ， 此 折 释 更 不 易 发 生 。 (a, 经 允许 再 版 ， 源 自 Griffith 
J. D. et al. 1999. Cell 97; 503-514. Fig. 3f © Elsevier) 


小 结 
SR 


DNA 的 合成 依赖 于 两 种 类 型 的 底 物 :4 种 脱氧 核 苷 三 磷酸 ，dATP、dTTP. 
dCTP, dGTP; 模板 DNA 的 结构 一 一 引物 -模板 接头 。 模 板 DNA 决定 了 挫 人 核 苷 酸 的 
序列 。 引 物 作为 脱氧 核 苷 酸 添加 的 底 物 ， 每 个 脱氧 核 苷 酸 都 持续 地 添加 到 3' 端 的 羟 
基 上 。 

DNA 的 合成 被 称 为 DNA 聚合 酶 的 酶 所 催化 ， 此 酶 利用 单一 活性 位 点 来 添加 4 种 
dNTP 前 体 。 对 DNA 聚合 酶 的 结构 研究 发 现 其 类 似 于 一 只 抓 住 催化 位 点 的 手 . 此 结构 
对 极 精 确 的 DNA 合成 反应 具有 重要 意义 。DNA 聚合 酶 具有 延伸 性 ， 每 次 结合 一 个 底 
物 ， 都 可 添加 很 多 核 苷 酸 。 校 正 外 切 核 酸 酶 通过 类 似 于 “删除 键 ” 那样 的 功能 除去 不 正 
确 添加 的 核 车 酸 ， 可 进一步 增强 DNA 合成 的 精确 性 。 

在 细胞 中 ，DNA 模板 的 两 条 链 在 称 为 复制 又 的 结构 上 同时 被 复制 。 因 为 DNA 的 
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两 条 链 是 反 向 平行 的 ， 所 以 只 有 一 条 DNA 模板 链 能 以 连续 方式 进行 复制 〈 称 为 前 导 
链 )。 男 一 条 DNA 链 〈 称 为 后 随 链 ) 必须 先 合成 一 系列 短 的 称 为 囚 崎 片段 的 DNA F 
段 。 每 条 DNA 链 都 用 一 条 由 引物 酶 所 合成 的 RNA 引物 来 起 始 。 为 完成 复制 ， 这 些 引 
物 必须 被 除去 。 当 RNA 引物 被 DNA 取代 以 后 ， 所 有 单独 合成 的 后 随 链 DNA 片段 彼 
此 连接 在 一 起 ， 形 成 一 个 连续 的 DNA 链 。 

be DNA 聚合 酶 以 外 ， 还 有 一 系列 的 蛋白质 帮助 协调 和 促进 DNA 复制 反应 。 这 些 额 
外 的 因子 促进 双 链 DNA 模板 的 解 旋 (DNA 解 旋 酶 )、 稳 定单 链 DNA 模板 (SSB), WR 
除去 在 复制 叉 前 形成 的 超 螺旋 (拓扑 异 构 酶 )。DNA 聚合 酶 被 特 化 用 于 DNA 复制 期 间 的 
不 同事 件 。 有 些 具 有 高 延伸 性 ， 有 些 则 仅 有 很 低 的 延伸 性 。DNA 滑动 夹 增 强 了 用 于 大 范 
Hal DNA 复制 〈 如 整 条 染色 体 ) 的 DNA 聚合 酶 的 延伸 能 力 。 这 些 夹子 蛋白 与 DNA 拓扑 连 
接 ， 但 是 ， 当 其 与 DNA 聚合 酶 结合 的 时 候 能 沿 着 刚 合 成 出 来 的 DNA 滑行 ， 有 效 地 防止 
了 结合 的 DNA 聚合 酶 从 引物 -模板 接头 上 脱落 。 称 为 滑行 DNA 夹子 装载 器 的 特殊 蛋白 复 
合体 用 AIP 水 解 的 能 量 将 滑动 夹 安装 到 引物 -模板 接头 附近 的 DNA 上 。 

复制 义 上 和 蛋 昌 质 之 间 的 相互 作用 在 DNA 合成 中 起 着 重要 作用 。 在 E. coli 中 ， 两 个 
DNA 聚合 酶 是 称 为 DNA 聚合 酶 上 全 酶 的 大 复合 体 的 组 分 。DNA 聚合 酶 亚 全 酶 与 
DNA 解 旋 酶 的 结合 刺激 了 DNA 解 旋 的 速度 。 类 似 地 ，5 引 物 酶 与 DNA 解 旋 酶 的 结合 增 
加 了 其 合成 RNA 引物 的 能 力 。 这 样 ， 当 整套 复制 蛋白 都 在 复制 叉 上 的 时 候 复制 反应 的 
效率 最 高 。 这 套 蛋 白质 所 形成 的 复合 体 称 为 复制 体 。 

DNA 合成 的 起 始 受 复制 器 的 特殊 序列 指导 。 复 制 起 始 的 物理 位 点 称 为 复制 起 始 位 
点 。 复 制 带 与 起 始 子 的 和 蛋 日 质 特异 性 地 结合 ， 起 始 子 刺 激 起 始 位 点 处 DNA 的 解 旋 并 募 
集 复 制 起 始 所 需 的 其 他 蛋白 质 (如 DNA 解 旋 酶 )。DNA 复制 起 始 的 过 程 主要 由 蛋白 
质 - 重 日 质 或 非特 异性 和 蛋 日 质 -DNA 相互 作用 驱动 。 

真 核 细 胞 中 DNA 复制 的 起 始 被 严格 地 调控 ， 以 确保 每 条 染色 体 上 的 每 个 核 苷 酸 在 
一 轮 细 胞 分 裂 中 都 只 能 被 复制 一 次 。 这 种 严格 的 调控 是 通过 控制 前 复制 复合 体 (ρτε- 
RC) 的 多 和 蛋 昌 组 合体 的 形成 和 激活 来 实现 的 。 在 复制 妖 上 形成 这 些 复 合体 需要 募集 其 
他 局 动 DNA 复制 所 必需 的 和 蛋白质 。 形 成 和 激活 pre-RC 的 能 力 由 一 种 称 作 细胞 周期 蛋 
日 依赖 性 激酶 的 细胞 周期 调控 激酶 所 控制 。 在 细胞 周期 的 G 期 ，pre-RC 可 形成 但 是 不 
能 指导 复制 的 起 始 。 在 细胞 周期 的 其 他 期 内 «5. ον 和 M 期 )， 任何 已 有 的 pre-RC 都 
能 启动 DNA 复制 ， 但 是 不 能 形成 新 的 preRC。 因 此 ， 一 个 细胞 周期 中 ， 任 何 pre-RC 

只 能 指导 一 轮 起 始 ， 这 保证 了 DNA 只 被 精确 地 复制 一 次 。 

结束 DNA 复制 需要 特殊 酶 的 作用 。 对 于 环形 染色 体 来 说 ，DNA 拓扑 异 构 酶 开 将 
拓扑 连接 的 环 状 产物 彼此 分 开 ; 线性 染色 体 也 需要 特殊 的 蛋白 质 来 确保 其 复制 的 完整 。 
在 真 核 细胞 中 ， 一 种 称 作 端 粒 酶 的 特殊 DNA 聚合 酶 可 使 染色 体 末 端 ( 端 粒 ) 作为 一 个 
独特 的 复制 起 始 位 点 。 通 过 延长 端 粒 的 3 端 ， 端 粒 酶 消除 了 复制 又 机 器 进行 常规 合成 
时 所 造成 的 染色 体 未 端 渐 进 性 丢失 的 问题 。 结 合 于 端 粒 DNA 上 的 蛋白 调节 端 粒 酶 的 活 
性 ， 保 护 染 色 体 破 问 不 被 降解 和 重组 。 


( 张 明 Ge AAR αἱ R) 


参考 文献 «259. 


参考 文献 


5 


DePamphilis M.L. 2006. DNA replication and human disease. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
New York. 


DNA 合 成 的 化 学 基础 


Brautigam C.A. and Steitz Τ.Α. 1998. Structural and functional 
insights provided by crystal structures of DNA polymerases. 
Curr. Opin. Struct. Biol. 8: 54-63. 

Jager J. and Pata J.D. 1999. Getting a grip: Polymerases and their 
substrate complexes. Curr. Opin. Struct. Biol. 9: 21-28. 


DNAR ΝΕ ΠΠ PE FA ΛΙ 


Doublié S. and Ellenberger T. 1998. The mechanism of action 
of T7 DNA polymerase. Curr. Opin. Struct. Biol. 8: 704-712. 

Steitz T.A. 1998. A mechanism for all polymerases. Nature 
391: 231-232. 

. 2006. Visualizing polynucleotide polymerase ma- 

chines at work. EMBO J. 25: 3458—3468. 


复制 又 


Corn J.E. and Berger J.M. 2006. Regulation of bacterial prim- 
ing and daughter strand synthesis through helicase- 
primase interactions. Nucleic Acids Res. 34: 4082—4088. 


Johnson A. and O’Donnell M. 2005. Cellular DNA replicases: 
Components and dynamics at the replication fork. Annu. 
Rev. Biochem. 74: 283-315. 


O'Donnell M. and Kuriyan J. 2006. Clamp loaders and replica- 
tion initiation. Curr. Opin. Struct. Biol. 16: 405-415. 


Wang J.C. 2002. Cellular roles of DNA topoisomerases. Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol. 3: 430—440. 


DNAR ἃ ΝΜ HY REAL 


Lemon K.P. and Grossman A.D. 2000. Movement of replicating 
DNA through a stationary replisome. Mol. Cell 6: 1321-1330. 

Lovett S.T. 2007. Polymerase switching in DNA replication. 
Mol. Cell 27: 523-526. 

Sutton M.D. and Walker G.C. 2001. Managing DNA poly- 
merases: Coordinating DNA replication, DNA repair, and 
DNA recombination. Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 8342-8349. 


DNA 复 制 的 起 始 


Bell S.P. and Dutta A. 2002. DNA replication in eukaryotic 
cells. Annu. Rev. Biochem. 71: 333-374. 


Blow J.J. and Dutta A. 2005. Preventing re-replication of chro- 
mosomal DNA. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 6: 476—486. 


Robinson N.P. and Bell S.D. 2005. Origins of DNA replication 
in the three domains of life. FEBS J. 272: 3757—3766. 


结束 复制 


Blackburn Ε.Η., Greider C.W., and Szostak J.W. 2006. Telo-meres 
and telomerase: The path from maize, Tetrahymena and yeast 
to human cancer and aging. Ναί. Med. 12: 1133-1138. 

Collins K. 2006. The biogenesis and regulation of telomerase 
holoenzymes. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7: 484-494. 


DNA 的 突变 和 修复 


本 章 概要 遗传 物质 保持 代 代 持 续 传递 依赖 于 把 
突变 概率 维持 在 低 水 平 上 。 生 殖 细胞 系 中 
复制 错误 及 其 修复 高 突变 率 将 摧毁 物种 ， 体 细胞 中 高 突变 率 


将 挫 毁 个 体 。 活 细胞 需要 成 千 上 万 个 基因 
正确 行使 职能 ， 每 个 基因 都 可 能 毁 于 发 生 
在 其 和 蛋白质 编码 序列 或 者 负责 其 表达 或 信 
使 RNA 加 工 的 劳 侧 序列 等 众多 位 点 上 的 
DNA 损伤 的 修复 HARE AR 
要 使 后 代 有 很 好 的 存活 机 会 ，DNA 

序列 必须 在 生殖 细胞 系 中 基本 不 变 地 进行 传递 。 同 样 ， 如 果 生 物 成 体 中 的 体 细胞 中 突变 
概率 太 高 的 话 ， 这 些 细胞 就 不 能 执行 其 功能 。 例 如 ， 癌 症 是 因为 掌管 细胞 周期 的 基因 受 
损 ， 导 致 细胞 无 法 按照 可 控 方 式 进 行 生 长 和 分 裂 而 产生 的 。 如 果 体 细胞 突变 率 高 的 话 ， 
癌症 的 发 生 率 将 是 灾难 性 的 和 致命 的 。 

同时 ， 如 果 继 承 的 遗传 物质 具有 绝对 的 忠实 性 ， 将 失去 驱动 进化 所 需 的 基因 变异 ， 
那么 新 的 物种 ， 包 括 人 类 都 不 可 能 出 现 。 因 此 ， 生 命 和 生物 多 样 性 依赖 于 突变 与 突变 修 
复 之 间 的 良好 平衡 。 在 本 章 中 ， 我 们 将 研究 突变 的 原因 以 及 负责 逆转 或 纠正 遗传 物质 上 
的 这 些 损 伤 ， 从 而 使 之 最 小 化 的 系统 。 

突变 的 两 个 重要 的 来 源 是 DNA 复制 的 不 准确 性 和 遗传 物质 的 化 学 损伤 。 来 自 互 变 
异 构 化 的 复制 错误 我 们 已 经 在 第 8 章 见 到 ， 它 为 DNA 复制 过 程 中 碱 基 配对 的 精确 性 设 
定 了 一 个 上 限 。 复 制 DNA 的 酶 促 机 器 试图 通过 校正 读 码 的 机 制 来 应 对 不 正确 核 苷 酸 的 
错误 插入 ， 但 是 仍 有 些 错误 逃 过 检测 。 而 且 ，DNA 是 个 复杂 而 且 脆 弱 的 有 机 分 子 ， 其 
化 学 稳定 性 有 限 。 它 不 仅 要 遭受 目 发 的 损伤 如 碱 基 缺 失 ， 而 且 还 遭受 天 然 和 非 天 然 化 合 
物 以 及 辐射 的 攻击 ， 可 使 其 骨架 断裂 并 改变 其 碱 基 的 化 学 结构 。 简 言 之 ， 复 制 错 误 和 来 
自 环境 对 遗传 物质 的 损伤 是 不 可 避免 的 。 第 三 个 重要 的 突变 源 是 被 称 为 转 座 子 的 DNA 
元 件 造成 的 一 种 插入 。 转 座 就 其 本 身 来 说 是 一 个 重要 的 课题 ， 我 们 将 在 第 11 章 进行 详 
ΠΥΡ. 

复制 错误 和 DNA 损伤 有 两 个 后 果 : 一 是 给 DNA 带 来 永久 性 的 改变 (RÆ), ， 这 可 
能 改变 基因 的 编码 序列 或 者 基因 的 调控 序列 ; 二 是 DNA 的 某 些 化 学 变化 使 得 DNA 不 
能 再 用 作 复 制 和 转录 的 模板 。 通 常 突变 效果 只 在 发 生 了 序列 改变 的 细胞 的 后 代 显 示 ， 但 
是 妨碍 复制 或 者 转录 的 损伤 能 立即 在 细胞 功能 和 存活 上 起 作用 。 


DNA 损伤 
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细胞 受到 的 挑战 是 双重 的 。 第 一 ， 它 必须 扫描 基因 组 以 检查 合成 中 的 错误 以 及 
DNA 的 损伤 ; 第 二 ， 它 必须 修复 损伤 ， 如 有 可 能 的 话 以 一 种 恢复 原始 DNA 序列 的 方 
式 进行 。 本 章 我 们 将 讨论 复制 过 程 中 产生 的 错误 、 源 于 自发 的 DNA 损伤， 以 及 化 学 物 
质 和 辐射 造成 的 损伤 。 每 种 情况 下 我 们 都 要 考虑 遗传 物质 的 改变 如 何 被 检测 到 以 及 它 是 
如 何 被 正确 修复 的 。 这 些 问 题 中 我 们 将 要 进行 讨论 的 如 下 : DNA 如 何 足 够 快速 地 进行 
修复 以 防止 错误 成 为 突变 存在 于 遗传 物质 中 ? 在 修复 复制 错误 的 过 程 中 细胞 如 何 将 母 链 
与 于 链 区 分 开 来 ? 当 断 裂 或 者 严重 的 损伤 致使 原始 序列 不 能 再 被 读 取 的 时 候 ， 细 胞 如 何 
恢复 正确 的 DNA 序列 ? 细胞 如 何 应 对 阻碍 复制 的 损伤 ? 回答 这 些 问 题 有 赖 于 了 解 需要 
进行 修复 的 错误 或 损伤 的 类 型 。 

我 们 将 从 探讨 复制 过 程 中 发 生 的 错误 以 及 它们 是 如 何 被 修复 的 开始 ， 然 后 探讨 自发 
产生 的 或 来 目 外 界 的 攻击 造成 的 各 种 各 样 的 损伤 ， 再 讨论 细胞 修复 损伤 的 多 种 修复 机 
制 。 我 们 将 看 到 使 细胞 能 处 理 DNA 各 种 各 样 损伤 的 多 个 交 秋 系统， 从 而 了 解 生物 在 保 
持 遗 传 物质 忠实 性 方面 所 做 的 努力 。 


复制 第 误 及 其 修复 


突变 的 本 质 


突变 几乎 包括 DNA 序列 上 每 一 种 可 以 想像 得 到 的 改变 。 最 简单 的 突变 是 一 种 
碱 基 变 成 另 一 种 碱 基 ， 有 两 种 类 型 : 转换 (transition), ΒΗ E RE 311 Πᾷξ PE τὴς [ΒΕ IS 11] [ΒΕ 
RRR, WTA CAAA G; Mit (transversion), BPE% të 5] ws τὶς IE m 25] we e 
的 蔡 换 ， 如 工 到 G 或 A 以 及 A 到 C 或 工 ( 图 9-1)。 另 一 种 简单 的 突变 是 一 个 核 苷 
酸 或 少量 核 苷 酸 的 插入 或 缺失 。 改 变 单个 核 苷 酸 的 突变 被 称 为 点 突变 (point muta- 


tions) 。 


图 9-1 PEAR, a HR; b. MK. 


其 他 类 型 的 突变 引起 DNA 的 更 大 的 改变 ， 如 大 范围 的 插入 和 缺失 以 及 染色 体 结构 
的 整体 重 排 。 此 种 变化 可 能 由 转 座 子 的 插入 或 者 细胞 重组 过 程 中 的 异常 作用 所 导致 一 一 
巷 座 子 通常 将 数 干 个 核 苷 酸 的 外 源 DNA 插入 到 基因 的 编码 序列 或 者 调控 序列 中 (第 11 
草 )。 染 色 体 上 任 一 给 定位 点 自发 产生 新 突变 的 总 体 概率 为 每 轮 DNA 复制 10-6 ~ 
10 ” ， 其 中 染色 体 上 有 些 位 点 是 “热点 ”， 此 处 的 突变 发 生 频 率 高 而 其 他 位 点 发 生变 化 
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的 概率 相对 较 低 。 

有 一 种 尤其 易 发 突变 的 序列 因为 它 对 人 类 的 遗传 学 和 疾病 的 重要 性 而 值得 特别 
关注 。 这 些 突变 易 发 序列 是 简单 的 2-、3- 或 4- 核 苷 酸 序列 的 重复 ， 被 称 为 DNA 微 
TH (DNA microsatellite) 。 — SA A AY Bi) RK EF BF I CA 的 重复 。 
CA 重复 片段 在 人 类 和 其 他 真 核 细 胞 染色 体 上 分 布 非常 广泛 。 复 制 机 器 很 难 精确 拷 
由 这 种 重复 序列 ， 常 常 发 生 “ 打 滑 ”。 打 滑 使 得 重复 序列 的 拷贝 数目 增加 或 减少 ， 
结果 ， 在 人 群 中 染色 体 上 特定 位 置 处 的 CA 重复 片段 长 度 常常 为 高 度 多 态 性 。 这 种 
多 态 性 为 可 遗传 突变 作 图 〈 如 增 大 人 类 患 某 些 疾病 倾向 的 突变 ) 提供 了 方便 的 物理 


有 些 复制 错误 能 逃脱 校正 读 码 


如 我 们 所 知 ， 复 制 机 器 凭借 校正 读 码 机 制 使 精确 度 达 到 极 高 的 水 平 ， 即 复制 子 中 的 
3 一 5 外 切 酶 元 件 可 将 错误 挫 和 人 的 核 苷 酸 去 除 (如 第 8 章 所 述 ) 。 校 正 读 码 将 DNA 复制 
的 忠实 度 提高 约 100 倍 ， 然 而 校正 读 码 的 核酸 外 切 酶 并 非 绝对 安全 。 有 些 错 误 插 入 的 核 
甘酸 逃脱 检测 并 在 新 合成 的 链 与 模板 链 之 间 形 成 错误 配对 。 模 板 链 中 4 种 核 苷 酸 每 种 的 
ACT BARA A 3 种 不 同 的 核 苷 酸 被 错误 插入 〈 例 如 ， 在 模板 链 上 的 工 可 能 面 对 工 、 
G 或 C)， 共 有 12 种 可 能 的 错 配 (ΤΙ T、T : G、T : C 等)。 如 果 错 误 插入 的 核 苦 酸 没 
有 及 时 被 检测 到 并 被 替换 的 话 ， 序 列 的 变化 将 永久 性 地 存在 于 基因 组 中 。 在 第 二 轮 复制 
的 时 候 ， 错 误 插 入 的 核 苷 酸 已 经 是 模板 链 的 一 部 分 ， 将 指导 其 互补 性 核 背 酸 插 和 人 到 新 合 
成 的 链 中 〈 图 9-2) 。 此 时 ， 不 存在 错 配 ， 取 而 代 之 的 是 在 DNA 序列 中 产生 一 个 永久 性 
的 改变 (突变 )。- 


错 配 修复 能 将 逃脱 校正 读 码 的 错误 去 除 
幸运 的 是 ， 有 一 套用 来 检测 错 配 并 对 之 进行 修复 的 机 制 。 保 证 DNA 复制 忠实 性 的 
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图 9-2 突变 可 通过 复制 永久 性 地 插入 进去 。 在 第 一 轮 复 制 中 错误 插入 一 个 碱 基 可 引入 一 个 突变 ; 

在 第 二 轮 复制 中 ， 突 变 就 永久 性 地 插入 到 DNA 序列 中 了 。 
最 后 责任 由 错 配 修复 系统 (mismatch repair system) 承担 ， 它 将 DNA 合成 精确 性 又 提 
局 了 2 一 3 个 数量 级 。 错 配 修复 系统 面 对 两 个 挑战 ， 第 一 ， 它 必须 扫描 基因 组 寻找 错误 配 
对 ， 因 为 错误 配对 是 短暂 的 〈 它 们 在 第 二 轮 复 制 后 被 消除 ， 此 时 它们 产生 突变 )， 错 配 
修复 系统 必须 很 快 就 发 现 错误 配对 并 对 之 进行 修复 ; 第 二 ， 系 统 必须 准确 地 纠正 错误 配 
对 ， 即 它 必 须 在 新 合成 的 链 中 将 错误 插入 的 核 苷 酸 换 掉 而 不 能 把 母 链 中 正确 的 核 苷 酸 
Mtro 

在 大 肠 杆菌 中 ， 错 配 是 由 错 配 修复 蛋白 MutS 的 二 聚 体 来 检测 的 (图 9-3; 见 
4a Mia PA 9-1) MutS 扫描 DNA， 从 错 配 引起 DNA 骨架 的 扭曲 变形 上 识别 出 它 
11 MutS 包围 含 错误 配对 的 DNA， 诱 导 DNA 产生 一 个 明显 的 纽 结 和 Muts 自身 
构象 上 的 变化 (图 9-4). MutS 特异 性 的 关键 在 于 含有 错误 配对 的 DNA 比 正 确 碱 
基 配 对 的 DNA 更 容易 扭曲 。MutS 拥 有 错 配 修复 所 需要 的 ΑΤΡ 酶 活性 但 是 它 在 修 
复 中 的 具体 作用 还 是 未 知 的 。MutS 和 含 错 误 配 对 的 DNA 形成 的 复合 体 幕 集 
MutL 错 配 修复 系统 中 的 第 二 个 蛋白 质 。Mutl 再 激活 MutH, MutH 是 一 种 酶 ， 
能 在 错 配 位 点 附近 的 一 条 链 上 产生 一 个 切口 或 割 口 。 切 口 形成 后 由 一 种 特殊 的 DNA 
解 旋 酶 〈UvrD) 和 三 个 核酸 外 切 酶 中 的 一 个 发 挥 作 用 〈 见 下 文 ) 。 解 旋 酶 从 切口 开始 
器 错 配 位 点 方向 解 开 DNA， 核 酸 外 切 酶 逐步 地 将 解 旋 的 单 链 消化 掉 ， 延 伸 到 并 越过 
第 配 核 车 酸 的 位 点 。 此 作用 产生 一 个 单 链 缺 口 ， 此 缺口 被 DNA RA AEM (Pol [1} 
填补 并 由 DNA 连接 酶 接合 。 整 体 效果 是 将 错误 配对 除去 并 用 正确 碱 基 配 对 的 核 苷 栈 
取而代之 。 

但 是 E. coli 错 配 修复 系统 如 何 知道 两 个 错 配 核 彰 酸 中 的 哪 一 个 要 被 取代 呢 ?” 如 果 
修复 是 随机 发 生 的 话 ， 那 么 有 一 半 的 概率 错误 将 永久 存在 于 DNA H, 8852 E. coli 通 
过 我 们 就 要 提 到 的 暂时 半 甲 基 化 对 母 链 进行 了 标记 。 

E. coli 的 Dam 甲 基 化 酶 (DAM methylase) 使 两 条 链 上 的 5 -GATC-3 序列 中 的 A 
PALER 31ο. GATC 序列 广泛 分 布 于 整个 基因 组 中 [ 约 每 256 (44) 个 碱 基 对 发 生 一 
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图 9-3 用 以 修复 复制 错误 的 差 误 配 
对 修复 途径 。MutS 包围 着 含有 纽 结 
的 错 配 DNA (未 标 出 ， 见 图 9-4). 
接 下 来 ，MutS ÆR Mut L 和 MutH 
并 且 由 MutS 的 ATP 酶 活性 催化 
ATP 的 水 解 。MutH 是 一 种 内 切 核 
酸 酶 能 在 DNA 上 接近 错 配 的 位 置 产 
生 一 个 切口 。 紧 接着 ， 一 个 外 切 核 
酸 酶 消化 切口 链 ， 向 着 错 配 方向 移 
动 。 最 后 ,产生 的 单 链 的 缺口 由 
DNA 聚合 酶 填补 并 消除 错 配 。 (经 


允许 改编 自 Junop M. S. et al. 
2001. Mol. Cell 7: 1-12, Fig. 6b. 


© Elsevier. ) 
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图 9-4 MutS-DNA 复合 体 的 晶体 结构 。 注 意 DNA 上 位 于 结构 底部 的 纽 结 和 在 酶 的 结构 的 顶部 的 ΑΤΡ, 
分 别 用 黄色 、 绿 色 和 红色 表示 。 DNA 用 一 种 空间 填充 的 形式 表示 ， 红 色 代 表 骨 架 ， 灰 色 代 表 碱 基 。 (Ju- 
nop M. 5. etal. 2002. Mol. Cell 7. 1-12. ) 镜像 图 用 BobScript, MolScript 和 Raster 3D 绘制 。 


次 ]， 所 有 这 种 位 点 都 被 Dam 甲 基 化 酶 甲 基 化 。 当 复制 又 经 过 两 条 链 的 GATC 都 甲 基 
化 (全 甲 基 化 ) 的 DNA Rt, PETAI DNA 双 链 就 是 半 甲 基 化 的 (只 有 和 母 链 是 甲 其 
化 的 )。 这 样 在 几 分 钟 的 时 间 内 ， 直 到 Dam 甲 基 化 酶 赶 上 并 将 新 合成 的 子 链 甲 基 化 为 
IE» FAX DNA 双 链 将 只 有 一 条 担任 模板 的 链 被 甲 基 化 (图 9-5a) 。 这 样 ， 新 合成 的 链 
印 锌 标记 〈 它 没有 甲 基 基 团 ) 从 而 被 认 出 是 要 被 修复 的 链 。 

MutH 保 日 结合 在 这 样 的 半 甲 基 化 位 点 处 ， 但 它 的 核酸 内 切 酶 活性 通常 是 隐藏 的 。 
从 有 被 位 于 附近 错 配 处 的 MutL 和 MulS 接触 的 时 候 (这 可 能 是 在 几 百 个 碱 基 对 的 距离 
A), Muth 才能 像 我 们 上 面 所 说 的 那样 被 激活 。 这 种 相互 作用 如 何 能 在 数 百 bp 的 距离 
以 外 发 生 ， 还 是 未 知 的 。 但 是 最 近 有 证 据 表 明 ，MutS-MutL 复合 体 可 以 离开 错 配 处 并 
mE DNA 的 外 缘 移 动 到 半 甲 基 化 位 点 处 的 MutH。MutH 被 激活 后 ， 选 择 性 地 将 未 甲 
基 化 的 链 切 开 ， 这 样 在 错误 配对 附近 只 有 新 合成 的 DNA 被 除去 并 被 取代 (图 9-5»). 
因此 甲 基 化 是 在 复制 发 生 错 误 的 时 候 ， 使 E. coli 修复 系统 能 够 从 母 链 上 找 回 正确 序列 
的 “记忆 ”设备 。 
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切口 


图 9-5 Dam 在 复制 叉 上 的 甲 基 化 。a. 复制 在 Ε. coli 中 产生 半 甲 基 化 的 
DNA。b. MutH 在 未 甲 基 化 的 子 链 上 进行 切割 。 


MutH 产生 的 切口 与 错误 配对 之 间 单 链 DNA 的 去 除 可 以 使 用 不 同 的 核酸 外 切 酶 ， 
这 取决 于 MutH 在 错误 插入 的 核 背 酸 5 还 是 3 一 侧切 割 DNA。 如 果 在 错 配 的 5' 侧 切割 
DNA， 则 用 核酸 外 切 酶 证 或 RecJ 沿 5 一 3 方向 从 MutH 产生 的 切口 开始 经 过 错误 插入 
的 核 甘酸 来 除去 DNA FE. RZ, MRO RCH 3 侧 ， 则 由 核酸 外 切 酶 工 沿 
3 一 5 方向 除去 DNA 片段 。 如 我 们 所 看 到 的 ， 错 配 碱 基 被 除去 之 后 ， 由 DNA RAKI 
来 填补 缺失 的 序列 (图 9-6). 

真 核 细胞 也 能 修复 错误 配对 ， 它 们 使 用 MutS (Muts 同 源 物 称 为 MSH 蛋白 ) 和 
MutL (MutL 同 源 物 称 为 MLH 和 PMS) 的 同 源 物 完成 这 一 功能 。 事 实 上 ， 真 核 生 物 有 多 
种 具有 不 同 专 一 性 的 MutS 样 蛋白 。 例 如 ， 一 种 是 专门 用 于 简单 错 配 的 ， 而 另 一 种 用 于 识 
别 DNA 复制 期 间 “ 打 滑 ” 产 生 的 小 的 插入 或 缺失 。 错 配 修 复 在 较 高 等 生物 上 扮演 极为 重 
要 的 角色 ， 最 生动 的 证 据 是 基于 发 现 结肠 癌 (遗传 性 非 息 肉 性 结 直 上 肠 癌 〉 的 遗传 倾向 性 是 
由 于 人 的 Muts 同 源 物 (尤其 是 MSH2 同 源 物 ) 和 MutL 同 源 物 的 基因 突变 。 
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96 第 配 修 复 的 方向 性 : 核酸 外 切 酶 对 错 配 DNA 的 去 除 。 为 了 简化 ， 与 DNA 结合 的 MutH 表示 成 与 错 配 
处 的 Muts 直接 相连 的 形式 。a.， 未 甲 基 化 的 GATC 位 于 突变 的 5' 侧 ，b. 未 甲 基 化 的 GATC 位 于 突变 的 3' 侧 。 


即使 真 核 生物 细胞 有 错 配 修复 系统 ， 它 们 还 缺少 MutH 以 及 像 E. coli 那样 用 半 甲 
基 化 标记 母 链 的 聪明 策略 。( 事 实 上 ， 多 数 细菌 都 没有 Dam 甲 基 化 酶 ， 并 且 也 不 能 用 半 
甲 基 化 来 标记 新 合成 的 链 。〉 那么 错 配 修复 系统 是 怎么 知道 两 条 链 中 哪 一 条 需要 校正 的 
呢 ? 如 我 们 在 第 8 章 中 看 到 的 那样 ， 后 随 链 进行 不 连续 合成 产生 冈 崎 片段 ， 再 通过 
DNA 连接 酶 与 先前 合成 的 DNA 相 连接 。 在 连接 步骤 之 前 ， 冈 崎 片段 与 先前 合成 的 链 
之 间隔 者 一 个 切口 ， 这 个 切口 可 以 看 作 等 同 于 E. coli 中 MutH 在 新 合成 链 上 产生 的 切 
口 。 事 实 上 ， 真 核 细 胞 的 提取 物 将 修复 含有 切口 的 人 工 模板 上 的 错 配 ， 并 且 是 选择 性 地 
在 携 寓 切口 的 链 上 进行 。 最 近 的 结果 表明 ，MutS 的 人 类 同 源 物 (MSH) 与 复制 体 上 的 
滑动 夹 元 件 (PCNA ,我 们 在 第 8 章 曾 予以 讨论 ) 相互 作用 ， 因 此 可 能 被 招募 到 后 随 链 
DNA 不 连续 合成 的 部 位 上 。 与 滑动 夹 的 相互 作用 也 可 能 将 错 配 修复 蛋白 招募 到 前 导 链 
的 3 〈 生 长 中 ) 端 。 
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DNA 的 目 发 损伤 : 水 解 和 脱 氨基 作用 


突变 不 仅 来 源 于 复制 的 错误 ， 还 来 源 于 DNA 的 损伤 。 如 我 们 将 看 到 的 ， 有 些 
DNA 损伤 来 源 于 环境 因素 ， 如 辐射 和 所 谓 的 诱 变 剂 (mutagen) 一 一 增加 突变 发 后 概 
率 的 化 学 试剂 CHE 9-2) 。 但 是 DNA 也 因 水 的 作用 产生 自发 性 损伤 〈 这 听 起 来 很 滑稽 ， 
因为 双 螺 旋 的 正确 结构 有 赖 于 水 性 的 环境 ) 。 
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最 频 么 和 最 重要 类 型 的 水 解 损 伤 是 胞 喀 啶 碱 基 的 脱 氨基 (E 9-7a) 。 在 正常 的 生理 
条 件 下 ， 胞 喀 啶 可 自发 进行 脱 氨基 作用 ， 从 而 产生 非 天 然 的 〈 在 DNA 中 ) PIER IK 
呀 。 尿 吵 喧 优先 与 腺 味 只 配对， 因此， 复制 时 在 另 一 条 链 上 导入 腺 味 吟 ， 而 不 是 胞 喀 喧 
指导 下 的 乌 嗓 叭 。 腺 味 叭 和 鸟 味 叭 也 易于 自发 脱 氨基 ， 脱 氨基 将 腺 味 叭 转 变 成 次 黄 吓 
险 ， 次 黄 嗓 叭 与 胞 喀 啶 而 不 是 与 胸腺 喀 啶 形成 毛 键 ， 鸟 味 吟 转变 成 黄 味 哈 ， 黄 叶 吟 虽然 
与 胞 喀 喧 之 间 只 有 两 个 氢 键 ， 但 是 它 仍 与 胞 喀 啶 配对 。DNA 还 通过 N- 糖 苷 键 的 自发 水 
解 进行 去 呆 叭 化 (depurination)， 并 在 DNA 中 形成 脱 碱 基 (abasic) 位 点 CRA Bit FE 
的 即 脱氧 核糖 ) (图 9-7b) 。 

注意 ， 与 上 面 所 讨论 的 复制 错误 不 同 ， 这 些 水 解 反应 都 导致 DNA 形成 非 天 然 的 改 
变 。 无 嗓 叭 位 点 当然 是 非 天 然 的， 而 且 每 个 脱 氨基 作用 都 产生 一 个 非 天 然 的 碱 基 ， 因 而 
这 种 改变 可 被 下 面 所 述 的 修复 系统 识别 。 这 种 情况 还 说 明了 为 什么 DNA 有 胸腺 喀 啶 而 
HARKER., WR DNA 天 然 含有 尿 喀 啶 而 不 是 胸腺 喀 喧 的话， 那么 胞 喀 啶 的 脱 氨基 作 
用 将 产生 一 个 天 然 碱 基 ， 这 是 修复 系统 很 难 识别 的 。 

脱 氨 基 作 用 产生 一 个 天 然 存 在 碱 基 的 危险 ， 可 用 5“- 甲 基 胞 喀 啶 引起 的 问题 来 解释 。 
朋 椎 动物 DNA 由 于 甲 基 转移 酶 的 作用 经 常 在 胞 喀 啶 的 位 置 上 含有 一 个 5- 甲 基 胞 喀 啶 ， 
这 个 修饰 后 的 碱 基 在 转录 沉默 中 起 作用 (第 17 章 ) 。5'- 甲 基 胞 喀 啶 脱 氨基 产后 胸腺 喀 
με (图 9-7c) ， 明 显 不 能 被 识别 为 异常 碱 基 ， 所 以 ， 在 下 一 轮 复制 中 就 作为 胞 喀 啶 到 胸 
eee (C>T) 的 转换 而 被 固定 。 事 实 上 ， 痊 椎 动物 DNA 中 甲 基 化 的 胞 旷 啶 是 自发 


DNA aii: 烷 化 反应 、 氧 化 反应 和 辐射 


DNA 多 于 受 烷 化 反应 、 氧 化 反应 和 辐射 的 损伤 。 在 烷 化 反应 中 ， 甲 基 或 乙 基 基 团 
饼 转 移 到 碱 基 的 反应 位 点 以 及 DNA 骨架 的 磷酸 上 ， 煤化 化 合 物 包括 亚 硝 胺 (nitrosa- 
mines) 和 非常 强烈 的 实验 室 诱 变 剂 Ν-ΒΗ ΔΕΝ! ΠΕΝ ΠΗΉΕΗ, (N-methyl_-N'-ni- 
tro-N-nitrosoguanidine) SIM C6 原子 上 的 氧 是 最 容易 发 生 烷 基 化 的 位 点 之 一 (图 
9-8)。 此 甲 基 化 的 产物 一 一 0 - 甲 基 鸟 呆 叭 《0O-'-methyl-guanine) 常常 与 胸腺 喀 啶 错 
Ae FAA DNA 复制 的 时 候 G : C 碱 基 对 变 成 A : T REX., 

DNA 还 多 受到 活性 氧 簇 的 攻击 (如 Oy Π.Ο, 和 OH。 )。 这 些 强烈 的 氧化 剂 由 
电离 辐射 和 产生 自由 基 的 化 学 试剂 产生 。 例 如 ， 鸟 味 叭 氮 化 后 产生 7，8- 二 羟基 -8- 氧 代 
Εν επ BK fey PK ARS ΠΕΣ 〈oxoG) 。 氧 代 鸟 味 哈 有 强烈 的 致 变性 ， 因 为 它 既 能 与 腺 味 叭 
也 能 与 胞 吵 啶 碱 基 配 对 。 如 果 在 复制 的 时 候 与 腺 味 吟 碱 基 配 对 ， 则 产生 G:C 到 工 :和 
的 显 换 ， 这 是 人 类 癌症 中 最 普通 的 突变 之 一 。 因 此 ， 电 离 辐射 和 氧化 剂 的 致癌 效应 可 能 
部 分 是 由 于 能 把 鸟 味 叭 转换 成 氧 代 鸟 味 叭 的 自由 基 引 起 的 。 

万 一 种 碱 基 损伤 是 紫外 线 造成 的 。260nm 左右 波长 的 辐射 被 碱 基 强烈 吸收 ， 其 后 
朱 之 一 是 在 同一 多 核 苷 酸 链 相 邻 位 置 上 的 两 个 喀 啶 之 间 发 生 光 化 学 聚合 。 两 个 胸腺 喀 院 
的 聚合 产物 叫做 胸腺 喀 啶 二 聚 体 〈thymine dimer) (图 9-9)， 含 有 由 毗邻 胸腺 旷 啶 的 
Co 和 06 之 间 形 成 的 环 丁 烷 (cyclobutane) 环 。 当 胸 腺 喀 啶 与 胞 喀 啶 毗邻 时 ， 产 生 的 
聚合 体 是 胸腺 喀 啶 - 胞 喀 啶 加 合 物 ， 此 处 胸腺 喀 啶 通过 其 C6 连接 到 胞 喀 啶 的 C4 上 ， 
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图 9-7 水 解 损伤 引起 的 突变 。a. MEERA ESE [9.8 LERH. ARASEN EA TAE 
Ro b. 乌 味 叭 通过 水 解脱 味 叭 化 产生 脱 味 叭 的 脱氧 核糖 。 学 处 理 ， 如 烷 化 反应 或 氧化 反应 以 及 辐射 损伤 的 


ο, 5- 引 基 胞 喀 喧 的 脱 氨 基 在 DNA 中 产生 天 然 碱 基 一 一 胸 “特殊 部 位 。 经 这 些 修 饰 的 产物 常常 为 高 度 致 变 的 。 
腺 喀 喧 。 


这 些 聚 合 的 碱 基 不 能 再 进行 碱 基 配 对 并 导致 复制 过 程 中 DNA 聚合 酶 的 终 
᾿ @ Ὁ ® 4 


K 


图 9-9 胸腺 哮 喧 二 聚 体 。 紫 外 线 引起 毗邻 胸腺 喀 啶 之 间 形 成 环 丁 烷 环 。 


μ΄ Nu — 聚 体 
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最 后 ，7 辐射 和 X 射线 (电离 辐射 )》 有 很 高 的 危险 性 ， 因 为 它们 可 使 DNA 双 链 断 
锦 ， 这 很 难 被 修复 。 电 离 辐射 能 直接 攻击 (离子 化 ) DNA 骨架 中 的 脱氧 核糖 。 另 外 ， 
辐射 能 通过 产生 活性 氧 徐 间 接 攻 击 (如 上 所 述 )， 因 为 后 者 能 与 脱氧 核糖 亚 基 反应 。 因 
为 细胞 需要 完整 的 染色 体 来 复制 其 DNA， 所 以 电离 辐射 用 于 在 癌症 治疗 中 治疗 性 地 杀 
死 快速 增殖 细胞 。 某 些 抗 癌 药 物 ， 如 争光 霉 素 (bleomycin) 也 能 引起 DNA 的 断裂 。 电 
离 辐射 和 像 争 光 霉 素 那 样 的 试剂 ， 因 能 导致 DNA 断裂 ， 所 以 被 认为 具有 断裂 性 (clas- 
togenic) ( 源 于 希腊 语 &lastios， 其 含义 为 “断裂 的 沪 。 


突变 还 可 由 碱 基 类 似 物 和 启 入 剂 引起 


突变 还 可 由 可 替换 正常 碱 基 的 化 合 物 〈 碱 基 类 似 物 ，base analog) 或 能 插入 碱 基 间 
{14659} GA, intercalating agent) 导致 复制 错误 而 引起 (图 9-10) 。 碱 基 类 似 物 
在 结构 上 与 正常 碱 基 类 似 , 但 是 其 不 同 之 处 使 其 对 细胞 又 非常 危险 。 因 此 ， 碱 基 类 似 物 
志 正 常 碱 基 的 相似 程度 足以 使 其 被 细胞 摄取 ， 转 化 成 核 苷 三 磷酸 并 在 复制 中 被 插入 到 
DNA 中 。 但 是 ， 因 为 这 些 碱 基 与 正常 碱 基 在 结构 上 存在 差异 ， 使 其 配对 不 准确 ， 导 致 
复制 过 程 中 频繁 发 生 错误 。 最 有 致 变性 的 一 个 碱 基 类 似 物 是 SRR (5-bromoura- 
cil) ， 为 胸腺 喀 喧 的 类 似 物 。 溴 取代 原子 的 存在 使 碱 基 可 以 通过 烯 醇 互 变异 构 体 与 鸟 吐 
Rie (图 9-10a) 。 如 我 们 在 第 6 章 所 见 ， 酮 互 变异 构 体 的 倾向 性 远 远 大 于 烯 醇 互 变异 
构 体 ， 但 是 胸腺 喀 啶 比 5- 省 尿 喀 啶 更 是 如 此 。 

如 我 们 在 第 6 章 对 省 乙 锭 所 讨论 的 那样 ， 骨 入 剂 是 含有 几 个 多 元 环 的 扁平 分 子 ， 能 
5 DNA 中 同样 扁平 的 味 叭 或 者 喀 喧 碱 基 结 合 ， 就 如 在 双 螺 旋 中 的 碱 基 相 互 结合 或 堆积 
ABE. HRA, UREA (proflavin) MIE (acridine) PMA Z E (ethidium), 能 导致 
一 个 甚或 几 个 碱 基 对 的 缺失 或 插入 。 当 基因 中 发 生 这 样 的 缺失 或 插入 的 时 候 ， 如 第 15 
草 我 们 讨论 遗传 密码 的 时 候 将 会 看 到 的 那样 ， 会 对 其 信使 RNA 的 翻译 产生 深刻 的 影 
啊 ， 因 为 它们 将 编码 序列 移出 了 正确 的 读 框 。 

其 入 剂 是 怎样 引起 短 的 插入 和 缺失 的 呢 ? 插 入 情况 的 一 个 可 能 性 是 ， 这 些 致 变 剂 通 
过 插入 模板 链 碱 基 之 间 ， 导 致 DNA 聚合 酶 在 引入 分 子 对 侧 插 入 一 个 额外 的 核 萌 酸 (一 
个 这 种 绪 构 的 能 人 大 约 能 使 两 个 碱 基 对 之 间 的 通常 间距 加 倍 ) 。 相 反 ， 缺 失 的 情况 是 由 
于 通 入 分 子 的 存在 引起 模板 扭曲 ， 这 可 能 使 聚合 酶 跳 过 一 个 核 苷 酸 。 


DNA 损伤 的 修复 


如 我 们 所 看 到 的 那样 ，DNA 的 损伤 有 两 种 后 果 。 有 些 类 型 的 损伤 ， 如 胸腺 喀 啶 二 
RER DNA 骨架 的 切口 和 断裂 ， 使 得 复制 或 者 转录 受阻 。 其 他 类 型 的 损伤 产生 改变 了 
的 碱 基 ， 在 复制 上 没有 立即 产生 结构 性 后 果 ， 但 是 引起 了 错 配 ， 这 可 在 复制 之 后 导致 
DNA 厅 列 上 永久 性 的 改变 。 例 如 ， 通 过 脱 氨基 作用 胞 旷 啶 转化 成 尿 喀 啶 产生 U : G 错 
配 ， 在 一 轮 复制 之 后 ， 成 为 一 条 子 染色 体 上 的 C: G 到 下: A 的 转换 突变 。 这 些 考虑 解 
释 了 为 什么 细胞 进化 出 完美 的 机 制 以 保证 在 损伤 阻碍 复制 或 者 产生 突变 之 前 就 识别 并 修 
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图 9-10 可 引起 DNA REN MBA MAA TA. a. 胸腺 喀 啶 的 碱 基 类 似 物 ，5- 溴 尿 喀 喧 
HES SRSA. Ὁ. PRAT. 


复 损 伤 。 缺 少 这 样 的 机 制 ， 细 胞 不 能 耐 受 多 长 时 间 。 


在 这 一 部 分 ， 我 们 探讨 DNA 损伤 修复 的 系统 CR 9-1)。 这 些 系 统 最 直接 的 方式 是 


( 指 真 正 的 修复 ) 修复 酶 简单 地 将 损伤 逆转 (撤销 ) 。 一 个 更 精致 的 步骤 涉及 前 切 修 复 系 
Zi (excision repair system), JENA MRT RIAA RES, TEM DNA 上 被 除去 。 
ΠΕΡΕΣ REP, ARR MEE ARR, WE DNA RAM RB AT MWK 
甘酸 。 如 我 们 将 见 到 的 ， 有 两 种 剪 切 修复 ， 一 种 仅仅 将 受 损 的 核 苷 酸 去 除 ， 另 一 种 将 包 
含 损伤 的 一 小 段 单 链 DNA 去 除 。 


表 9-1 DNA 修复 系统 


类 型 损伤 ig 
错 配 修复 复制 错误 E. coli 中 MutS, MutL 和 MutH, 
AZ MSH, MLH 和 PMS, 
光 激 活 作 用 喀 喧 二 聚 体 DNA 光 解 酶 
碱 基 切除 修复 受 损 的 碱 基 DNA ΥΛΗ 
核 苷 酸 切 除 修复 ΙΕ BR E. coli 中 UvrA, UvrB, Όντο 和 UvrD， 人 类 中 XPC, 
碱 基 上 的 大 加 合 物 XPA, XPD, ERCCI-XPF 以 及 XPG 
双 链 断裂 修复 双 链 断裂 Ε. coli 中 RecA 和 RecBCD 


Btn DNA 合成 ΙΕ — RA a AA [ΕΠ 107 τ Y 家族 DNA RAB, Wh E. coli 中 的 UmuC 
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但 是 ， 更 精致 的 系统 是 重组 修复 (recombinational repalr)， 当 DNA 两 条 链 都 受 损 
CBR) 时 采用 这 种 修复 。 这 种 情况 下 ， 一 条 链 不 能 作为 另 一 条 修复 的 模板 。 因 此 ， 在 
重组 修复 [也 叫 双 链 断 裂 修复 (double-strand break repair)] 中 ， 序 列 信息 从 染色 体 第 
二 条 未 受 损 的 拷贝 上 找 回 。 最 后 ， 当 DNA 聚合 酶 的 复制 进程 被 受 损 碱 基 阻 碍 的 时 候 ， 
一 个 特殊 的 移 损 (translesion) 聚合 酶 以 一 种 不 依靠 模板 和 新 合成 DNA 链 之 间 碱 基 配 
对 的 方式 经 过 受 损 位 点 进行 拷贝 。 因 为 移 损 合 成 不 可 避免 地 具有 很 高 的 错误 易 发 性 ( 致 
变性 )， 所 以 细胞 在 迫不得已 的 情况 下 才 采 用 此 机 制 。 


DNA 损伤 的 直接 逆转 


损 仿 简单 逆转 修复 的 一 个 例子 是 光 激 活 作 用 (photoreactivation) ， 光 激活 作用 直接 
逆转 紫外 辐射 造成 的 喀 喧 二 聚 体 结构 。 光 激活 反应 中 ，DNA 光 解 酶 从 光线 中 捕获 能 量 
并 将 其 用 于 断裂 连接 毗邻 喀 啶 的 共 价 键 (图 9-11)。 换 句 话说 ， 受 损 碱 基 被 吉 接 修 
Ada 


H 9-11 光 激 活 作 用 。 紫 外 线 照 射 产 生 胸 腺 喀 啶 二 聚 体 。 当 被 光照 射 时 ，DNA 光 解 酶 将 二 聚 体形 成 的 环 打 断 ， 
恢复 成 两 个 胸腺 喀 啶 残 基 。 


和 卫 接 逆转 的 男 一 个 例子 是 甲 基 化 碱 基 OF- 甲 基 鸟 味 哈 上 的 甲 基 被 去 除 〈 见 上 文 )， 
在 此 例 中 ， 甲 基 转 移 酶 把 甲 基 基 团 转移 到 其 自身 的 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 上 ， 从 而 使 之 从 鸟 
REIRA EIRA (E 9-12) 。 对 细胞 来 说 这 个 代价 很 昂贵 ， 因 为 甲 基 转移 酶 不 具有 催化 
性 ,一旦 接受 一 个 甲 基 基 团 就 不 可 再 次 被 使 用 .。 


9-12 甲 基 基 团 的 去 除 。 甲 基 转移 酶 催化 O8- 甲 基 鸟 味 叭 的 甲 基 基 团 转移 到 该 酶 的 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 上 ， 从 
而 在 DNA 中 恢复 成 正常 的 G。 
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碱 基 切 除 修复 酶 通过 碱 基 弹 出 机 制 除去 受 损 碱 基 


DNA 清除 受 损 碱 基 最 普遍 的 方法 是 通过 修复 系统 将 已 变化 的 碱 基 除 去 并 替换 掉 。 
两 种 主要 的 修复 系统 是 碱 基 切除 修复 〈base excision repair) 和 核 苷 酸 切 除 修复 Cucle- 
otide excision repair) 。 在 碱 基 切 除 修 复 中 ， 一 种 称 为 糖 基 化 酶 〈glycosylase) 的 酶 识别 
并 通过 水 解 糖苷 键 除 去 受 损 碱 基 ΓΗ͂ 9-13) 。 在 随后 的 核酸 内 切 步 又 中 ， 产 生 的 脱 碱 基 
戊 糖 从 DNA 骨架 上 去 除 。 核 酸 内 切 性 切割 还 除去 自发 水 解 产 生 的 脱 味 哈 和 脱 喀 啶 的 成 
糙 。 受 损 核 苷 酸 从 骨架 上 完全 除去 以 后 ， 一 种 修复 DNA 聚合 酶 和 DNA 连接 酶 用 未 受 
损 的 链 作为 模板 重建 一 条 完整 的 链 。 
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图 9-15 碱 基 切 除 途 径 : 尿 喀 了 啶 糖 基 化 酶 反应 。 尿 喀 啶 糖 基 化 酶 水 解 糖苷 键 以 使 尿 喀 啶 从 DNA 骨架 上 脱离 ， 
并 留 下 一 个 AP 位 点 〈 脱 味 叭 位 点 ， 或 者 在 此 情况 下 是 脱 喀 啶 位 点 )。AP 核酸 内 切 酶 在 AP 位 点 的 5' 位 置 上 切 
Wr DNA 骨架 ， 留 出 3 -OH;， 核酸 外 切 酶 在 AP 位 点 的 3' 位 置 上 切割 ， 留 出 5 磷酸， 产生 的 缺口 被 DNA 聚合 酶 I 
填补 。 


DNA 糖 基 化 酶 为 损伤 特异 性 的 ， 细 胞 中 有 多 种 具有 不 同 特异 性 的 DNA 糖 基 化 酶 。 
因此 ， 一 种 特殊 的 糖 基 化 酶 识别 尿 喀 啶 ( 胞 喀 啶 脱毛 基 作 用 产生 )， 另 一 种 负责 除去 氧 
ASERI 〈oxoG， 乌 嗓 叭 氧化 的 结果 )。 在 人 细胞 核 中 总 共 鉴 别 出 8 种 不 同 的 DNA ΒΒ 
基 化 酶 。 

因为 每 个 碱 基 都 埋藏 在 DNA 螺旋 中 ， 所 以 将 基因 组 中 受 损 碱 基 清 除 出 去 是 一 个 难 
δι, DNA 糖 基 化 酶 是 如 何在 扫描 基因 组 的 时 候 检测 受 损 碱 基 的 呢 ? 证 据 表 明 ， 这 些 酶 
te DNA 的 小 沟 纵 向 扩散 直到 检测 出 一 种 特定 类 型 的 损伤 。 但 是 ， 如 果 碱 基 包 埋 在 
DNA 蝶 旋 中 ， 那 么 糖 基 化 酶 如 何 对 其 起 作用 呢 ? 对 此 谜 惑 的 解答 源 于 DNA BAS A 
PRAIA TE. Χ X 射线 晶体 学 的 研究 揭示 了 受 损 的 碱 基 是 被 弹出 的 ， 所 以 它 突出 于 
双 骆 旋 之 外 ， 此 处 它 正好 位 于 糖 基 化 酶 的 特异 性 口袋 中 (图 9-14)。 有 趣 的 是 ， 双 螺旋 
仅 需 中 等 的 结构 扭曲 就 能 使 碱 基 弹 出 ， 所 以 碱 基 弹 出 的 能 量 消 耗 不 会 太 大 (第 6 章 图 
6-8)。 然 而 ， 糖 基 化 酶 沿 厦 DNA 扩散 的 时 候 ， 不 可 能 将 每 一 个 碱 基 都 弹出 来 进行 检查 
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图 9-14 DNA 糖 基 化 酶 复合 体 的 结构 。 酶 显示 为 灰色 ，DNA 显示 为 紫色 . 图 中 受 损 的 碱 基 一 一 氧 代 鸟 味 吟 显 
示 为 红色 ， 从 螺旋 中 弹出 ， 进入 酶 的 催化 中 心 。(Bruner S. D., et al. 2000. Nature 403: 859-866. ) 镜像 图 用 
BobScript、MolScript 和 Raster 3D 制作 。 


如 条 受 损 碱 基 在 DNA 复制 之 前 没有 通过 碱 基 切 除 而 被 除去 会 怎样 呢 ? 这 是 不 是 音 
味 看 将 不 可 避免 地 产生 突变 ? 在 倾向 于 和 A 发 生 错 配 的 oxoG 例子 中 存在 一 种 防 故 障 机 
Π (88 9-15)。 一 种 专门 的 糖 基 化 酶 可 识别 模板 链 上 oxoG 配对 位 置 错 误 挫 入 A 产生 的 
oxoG: A 碱 基 对 。 然 而 在 这 种 情况 下 ， 糖 基 化 酶 会 除去 A。 因 此 ， 修 复 酶 把 与 oxoG 本 
对 的 A 认 作 突变 ， 并 除去 虽 没 有 受 损 但 是 却 不 正确 的 碱 基 A., 

万 一 个 防 故障 系统 的 例子 是 除去 与 G 配对 的 的 糖 基 化 酶 。 如 我 们 所 见 ，5- 甲 基 
胞 喀 啶 自发 的 脱 氨基 作用 能 形成 : G 错 配 ， 这 在 疹 椎 动物 的 DNA 中 常常 发 后。 因为 
TA G 都 是 正常 的 碱 基 ， 细 胞 如 何 识 别 哪 一 个 才 是 不 正确 的 碱 基 呢 ? 糖 基 化 酶 系统 认 
Als T: G 错 配 中 的 工 是 5- 甲 基 胞 喀 啶 脱 氨基 作用 产生 的 ， 并 选择 性 地 除去 工 使 其 被 C 
取代 。 


该 昔 酸 切除 修复 酶 在 损伤 两 侧切 割 受 损 的 DNA 


与 碱 基 切 除 修复 不 同 ， 核 苷 酸 切 除 修复 酶 不 能 区 分 各 种 不 同 的 损伤 ， 而 是 识别 双 螺 
旋 形 状 上 的 扭曲 ， 例 如 ， 胸 腺 喀 啶 二 聚 体 或 碱 基 上 存在 大 的 化 学 加 合 物 时 产生 的 扭曲 。 
这 种 扭曲 引发 一 连 串 的 事件 ， 导 致 含有 损伤 的 一 小 段 单 链 片段 (或 小 区 ) 被 去 除 。 去 除 
修复 在 DNA 上 产生 的 单 链 缺口 由 DNA 聚合 酶 用 未 受 损 的 链 为 模板 进行 填补 ， 从 而 恢 
复原 始 的 核 苷 酸 序列 。 
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碱 基 切除 修复 


9-15 oxoG : A 修 复 。 马 味 吟 氧化 产生 oxoG。 修 饰 后 的 碱 基 在 DNA 复制 之 前 就 能 被 DNA 糖 基 化 酶 通过 碱 
基 切 除 途 径 进 行 修复 。 如 果 复 制 发 生 在 oxoG 被 除去 之 前 ， 致 使 A 被 错误 插入 ， 那 么 防 错 糖 基 化 酶 能 除去 A， 
使 A 被 C 替 换 掉 。 这 给 DNA 糖 基 化 酶 除去 修饰 的 碱 基 提 供 了 第 二 次 机 会 。 


E. coli 的 核 芽 酸 切除 修复 主要 由 4 种 蛋白 质 来 完成 : UvrA、UvrB、UvrC 和 UvrD 
(图 9-16)。UvrA 和 UvrB 组 成 的 复合 体 扫描 DNA， 其 中 UvrA 负责 检测 螺旋 中 的 扭 
H. 一 旦 遇 到 扭曲 ，UvrA 退出 复合 体 。UvrB 使 DNA 变性 ， 在 损伤 周围 产生 一 个 单 链 
的 上 号 起 。 然 后 ，UvrB 募集 UvrC, UvrC 产生 两 个 切口 : 一 个 位 于 损伤 5' 侧 的 8 个 核 苷 
酸 处 ， 另 一 个 位 于 损伤 3 侧 的 4 个 或 5 个 核 苷 酸 处 。 切 割 产 生长 度 为 12 一 13 个 残 基 的 
单 链 DNA 片段 ， 此 片段 在 DNA 解 旋 酶 UvrD 的 可 作用 范围 之 内 。 最 后 ，DNA 聚合 酶 
I (Pol I ) 和 DNA 连接 酶 填补 产生 的 缺口 。 

较 高 等 细胞 中 核 苷 酸 切 除 修复 的 原理 与 Ε. coli 中 的 基本 相同 ， 但 是 对 损伤 的 检测 、 
切除 和 修复 系统 更 为 复杂 ， 涉 及 25 个 或 者 更 多 的 多 肽 。 其 中 XPC 负责 检测 螺旋 中 的 扫 
曲 ， 这 在 E. coli 中 是 UvrA 的 职能 。 与 在 E. coli 中 一 样 ，DNA 被 变性 打开 并 在 损伤 周 
围 形 成 一 个 凸 起 。 钙 起 的 形成 涉及 XPA 和 XPD 和 蛋白 的 解 旋 酶 活性 CE. coli 中 UvrB 的 
对 应 物 ) 以 及 单 链 结合 蛋白 RPA。 凸 起 在 损伤 部 位 的 5 侧 产 生 的 切割 位 点 供 核酸 酶 
ERCC1-XPF 切割 ， 在 3 侧 的 供 核酸 酶 XPG 切割 (代表 UvrC 的 功能 ) 。 在 高 等 细胞 中 ， 
产生 的 单 链 DNA 片段 为 24 一 32 个 核 苷 酸 。 与 在 细菌 中 一 样 ，DNA 片段 释放 后 产生 的 
RK DNA 聚合 酶 和 连接 酶 填补 。 

如 其 名 称 所 表明 的 那样 ，UVR 和 蛋白 是 紫外 线 损伤 修复 所 需要 的 。uwvr 基因 突变 株 
对 条 外 线 敏 感 ， 缺 少 除 去 胸腺 喀 啶 -胸腺 喀 啶 二 聚 体 和 胸腺 喀 啶 - 胞 喀 啶 加 合 物 的 能 力 。 
FKE, KH AR IRS HRA HEARERS. BRB WREST A 
类 也 很 重要 。 人 类 可 患 上 一 种 名 为 着 色 性 干 皮 病 的 遗传 病 ， 此 病 使 患者 对 光线 极度 敏感 
FPR RK, ARR. CASE 7 种 基因 RW XP 基因 )， 这 些 基因 的 突 
变 将 导致 者 色 性 干 皮 病 。 这 些 基因 对 应 的 蛋白 质 参与 人 类 的 核 苷 酸 切 除 修 复 途 径 Ch 
XPA, XPC, XPD, XPF 和 XPG， 见 上 文 )， 这 突出 说 明了 核 苷 酸 切 除 修复 在 紫外 线 损 
伤 修复 中 的 重要 性 。 
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9-16 ” 核 苷 酸 切 除 修 复 途径 。a，UvrA 和 UvrB 扫 
fai DNA， 和 寻找 扭曲 。b. UvrA 离开 复合 体 ，UvrB 在 
扭曲 附近 将 DNA 局 部 变性 。c.，UvrC 与 UvrB 形成 复 
合体 ， 在 损伤 的 5 侧 和 3 WEO. ἀ. DNA 解 旋 
ΜΕ UvrD 将 单 链 片断 从 双 螺 旋 上 释放 出 来 ，DNA 聚合 
ΜΕ ] 和 连接 酶 对 缺口 进行 修复 和 填补 。(a 一 d 经 Adap- 
ted from Zou Y. and Van Houten B. 1999, EMBO J. 
18: 4898, Fig 7. © Macmillan. ) 


DNA 聚合 酶 
DNA 连接 酶 
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核 甘酸 切除 修复 不 仅 能 修复 整个 基因 组 中 的 损伤 ， 而 且 当 ΕΝΑ 聚合 酶 的 转录 过 程 
BR TEA PACE NFER (模板 ) 链 的 损伤 所 终止 时 ， 它 还 能 拯救 RNA 聚合 酶 。 此 现 
FAN HE RAGES (transcription-coupled repair), 包括 将 核 车 酸 切 除 修复 蛋白 募集 
到 受阻 的 RNA 聚合 酶 上 (图 9-17)。 转 录 耦 联 修复 的 意义 在 于 它 将 修复 酶 集中 于 正在 
活跃 地 被 转录 的 DNA (基因 ) 上 。 实 际 上 ，RNA 聚合 酶 在 细胞 中 起 到 另 一 种 损伤 检测 
重 日 的 作用 。 真 核 细胞 中 转录 耦 联 修复 的 核心 是 通用 转录 因子 TFIIH。 如 我 们 将 在 第 
12 和 草 所 看 到 的 那样 ，TEFIIH 在 转录 起 始 过 程 中 解 开 DNA 模板 的 螺旋 。TFIIH 的 亚 基 
包括 上 面 讨论 的 DNA 解 螺旋 蛋白 XPA 和 XPD。 所 以 ，TFIIH 负责 两 个 独立 的 职能 : 
在 核 甘酸 切除 修复 过 程 〈 包 括 转录 耦 联 修复 ) 中 ， 有 人 解 链 功能 的 解 旋 酶 将 损伤 周围 的 
DNA 解 施 ， 以 及 在 基因 转录 过 程 中 帮助 打开 DNA 模板 。 原 核 生 物 中 也 存在 将 修复 和 
枝 录 耦 联 在 一 起 的 系统 。 


重组 修复 通过 从 未 受 损 DNA 中 找 回 序列 信息 来 修复 DNA 断裂 


切除 修复 用 未 受 损 的 DNA 链 作为 模板 来 替代 另 一 条 链 上 已 受 损 的 DNA 片段 。 
细胞 如 何 修复 DNA 中 双 螺 旋 两 条 链 都 断裂 的 双 链 断裂 呢 ? 这 是 由 双 链 断裂 修复 
(DSB) 途径 | double-strand break (DSB) repair pathway|」 进 行 的 。 此 途径 从 姐妹 染色 
体 中 取 回 序列 信息 。 因 为 DSB 修复 途径 在 常规 的 同 源 重组 以 及 DSB 修复 中 具有 核心 
作用 ， 所 以 DSB 修复 途径 本 身 就 是 一 个 重要 的 主题 ,我 们 将 在 第 10 章 中 对 之 进行 详 
细 地 探讨 。 

DNA 重组 还 帮助 修复 DNA 复制 中 的 错误 。 设 想 复 制 义 在 DNA 中 遇 到 没有 被 核 昔 
酸 切 除 修复 纠正 的 损伤 〈 如 胸腺 喀 啶 二 聚 体 )，DNA 聚合 酶 有 时 将 会 放弃 尝试 越过 此 损 
伤 进行 复制 。 虽 然 模板 链 不 能 使 用 了 ， 但 是 序列 信息 仍然 能 通过 重组 从 复制 又 的 另 一 个 
于 分 了 上 取 回 ( 见 第 10 章 )。 当 重组 修复 完毕 后 ， 核 苷 酸 切除 系统 又 有 一 次 修复 胸腺 喀 
咱 二 聚 体 的 机 会 。 事 实 上 ， 已 经 知道 重组 缺失 的 突变 体 对 紫外 线 敏 感 。 再 考虑 复制 又 在 
DNA 模板 中 遇 到 一 个 切口 ， 复 制 叉 越 过 切口 将 产生 DNA 断裂 ， 这 只 能 通过 双 链 断裂 
修复 途径 进行 修复 。 虽 然 一 般 我 们 认为 重组 是 探讨 序列 新 组 合 的 进化 策略 ， 但 它 最 初 的 
功能 可 能 是 为 了 修复 DNA 的 损伤 。 


DNA 中 的 DSB 可 以 通过 直接 与 断裂 末端 相连 而 修复 


在 了 所有 的 DNA 损伤 中 ，DSB 是 对 细胞 最 有 害 的 。 如 果 不 修复 ，DNA 的 断裂 将 引 
起 多 种 有 害 的 后 果 ， 例 如 阻 断 复制 和 引起 染色 体 缺 失 ， 进 而 导致 细胞 死亡 或 肿瘤 转化 。 
细胞 通常 有 多 种 重 僵 的 途径 来 处 理 DNA 损伤 。 那 么 细胞 不 仅仅 依赖 于 DSB 修复 途径 来 
处 理 DSB 也 就 不 足 为 奇 了 。 正 像 我 们 所 看 到 的 以 及 在 第 10 章 中 将 要 讨论 的 ，DSB 修复 
途径 依赖 于 姐妹 染色 体 的 DNA 序列 信息 来 修复 受 损 的 DNA 分 子 。 这 是 一 种 有 效 的 策 
略 ， 因 为 姐妹 染色 体 可 以 为 绕 过 断裂 位 点 而 精确 地 恢复 原先 的 序列 提供 一 个 模板 。 在 醇 
母 细胞 中 ，DSB 修复 是 断裂 修复 的 一 种 主要 的 途径 。 但 是 ， 在 细胞 周期 的 早期 ， 两 个 
姐妹 染色 体 由 DNA 复制 产生 之 前 又 会 发 生 什么 呢 ?” 如 果 一 个 仍 未 复制 的 染色 体 发 生 了 
源 弄 ， 就 没有 姐妹 染色 体 可 以 作为 DSB 修复 途径 的 模板 了 。 在 这 种 情况 下 ， 另 外 一 个 
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图 9-17 RRAK DNA 修复 。a. RNA 聚合 酶 在 损伤 上 游 正 常 地 转录 DNA, 
b 当 遇 到 DNA 中 的 损伤 时 ，RNA 聚合 酶 受阻 ， 转 录 停 止 。c. RNA 聚合 酶 招募 


核 车 酸 切 除 修复 蛋白 到 损伤 部 位 上 ， 然 后 从 DNA 上 回 退 或 者 解 离 ， 以 使 修复 蛋白 
能 触及 到 损伤 。( 经 Zou Y. and Van Houten B. 1999. EMBO J. 18: 4898, Fig 7. 


© Macmillan. ) 


称 作 非 同 源 末 端 连 接 (Nonhomlogous end joining) (NHEJ) 的 系统 就 可 以 发 挥 作用 
ο NHE) 是 酵母 中 的 备用 系统 ， 但 是 在 高 等 细胞 中 它 修复 断裂 的 一 个 主要 的 途径 
( 框 9-3)。 
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进行 NHEJ 的 机 紫 保 护 并 加 工 断 裂 的 末端 并 将 它们 连接 在 一 起 。 由 于 断裂 末端 的 
序列 信息 丢失 了 ， 穿 过 断裂 处 的 原先 序列 在 异 源 末 端 连接 过 程 中 无 法 忠实 地 修复 。 因 
此 ，NHEJ 是 有 致 变性 的 。 当 然 ， 由 NHEJ 介 导 的 DNA 未 端 连接 而 导致 的 诱 变 要 比 将 
WRR DNA 留 下 而 不 修复 对 细胞 的 损伤 小 得 多 。 

在 NHEJ 中 将 DNA 末 端 连 接 起 来 的 机 制 是 什么 呢 ? 如 其 名 称 所 示 ，NHEJ 不 涉及 
同 源 重组 。 取 而 代 之 的 是 通过 断裂 未 端 突 出 的 单 链 之 间 错 排 配对 ， 断 裂 DNA 的 两 个 
末 闪 二 接 相 互 连 接 。 此 错 排 配对 是 通过 不 片段 〈 可 以 短 至 一 个 碱 基 对 ) 互补 碱 基 之 间 的 
匹配 完成 的 〈 偶 然 发 现 的 微小 同 源 件 )。 单 链 尾 巴 用 核酸 酶 去 除 ， 缺 口 用 DNA 聚合 酶 
填补 。 

已 经 鉴定 出 了 很 多 调控 NHEJ 的 蛋白 。 至 今 ， 在 哺乳 动物 细胞 中 已 经 发 现 了 七 个 
NHEJ 途径 的 组 分 ， 它 们 的 名 字 都 比较 难 记 : Ku70、Ku80、DNA-PKcs、Artemis、 
XRCC4, Cernunnos-XLF 和 DNA Ligase IV (图 9-18), Ku70 和 Ku80 是 NHEJ 最 基 
本 的 成 分 。 它 们 能 形成 一 个 异 源 二 聚 体 与 DNA 的 断裂 末端 结合 并 招募 蛋白 激酶 DNA- Ἢ 
PKcs, DNA-PKcs 接 下 来 与 Artemis 形成 复合 体 。Artemis 同时 具有 5 到 3' 外 切 核 酸 酶 
和 潜在 的 内 切 核 酸 酶 活性 ， 可 以 被 DNA-PKcs 的 磷酸 化 作用 激活 。 这 些 核 酸 水 解 活性 
对 断裂 未 端 进行 加 工 并 为 连接 作 准备 。 连 接 是 由 Ligasa IV, XRCC4 和 Cernunnos-XLF 
组 成 的 复合 物 来 执行 的 。 

NHEJ 在 丰 核 生物 中 是 普遍 存在 的 ， 但 是 在 细菌 中 很 少 发 生 。 然 而 ， 有 人 在 枯草 芽 
TA (Bacillus subtilis) 的 把 于 中 发 现 了 一 个 很 有 意思 的 特殊 例子 。 枯 草 芽 孢 杆菌 能 
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图 9-18 哺乳 动物 的 NHEJ 途径 。Ku70 和 Ku80 组 成 的 异 源 二 聚 体 与 断裂 DNA 的 未 端 结合 并 招 
募 和 蛋白 激酶 DNA-PKcs, DNA-PKcs 么 接着 招募 拥有 外 切 核酸 酶 和 内 切 核 酸 酶 活性 的 Artemis 对 
WARME. BJE, Ligase IV, XRCC4 和 Cernunos-XLF 组 成 的 复合 物 将 两 个 裂 未 端 相 
l£. (Sekiguchi J. M. and Ferguson D. O. 2006. Cell 124: 260-262 © Elsevier. 经 许可 重 绘 ) 


企 抱 子 生成 和 成 熟 孢 子 组 装 蛋白 的 时 候 产生 类 Ku 蛋白 和 一 种 DNA 连接 酶 。Ku EAR 
DNA 连接 酶 代表 了 一 个 简单 的 二 蛋白 ΝΗΕΙ 系统 ， 在 孢子 萌芽 时 修复 DNA KA. ik 
少 这 些 重 日 的 突变 孢子 对 于 干 热 (一 种 已 知 的 引起 DNA 断裂 的 条 件 ) 135 EUR. ZEB 
芽 时 期 ， 加 热 突变 的 孢子 并 不 能 恢复 生长 ， 因为 无 法 将 热 诱 导 的 断裂 重新 连接 。 

萌芽 时 期 的 孢子 主要 依赖 于 NHEJ 而 不 是 DSB 修复 途径 来 修复 断裂 是 有 重要 意义 
的 。 孢 子 只 有 一 条 染色 体 。 因 此 ， 它们 不 能 依赖 于 姐妹 染色 体 作为 修复 突变 的 模板 。 有 
趣 的 是 ， 孢 于 的 染色 体 紧密 卷曲 形成 一 个 典型 的 圆 环 圈 结 构 可 以 保持 断裂 的 DNA AS ή 
之 间 紧 密 地 相 邻 。 这 种 紧密 地 相 邻 可 以 使 得 正确 的 未 端 重 连 变 得 容易 ， 其 至 是 染色 体 发 
生 多 处 断裂 的 情况 。 术 草 芽孢 杆菌 的 孢子 以 及 有 关 的 细菌 能 在 极端 环境 下 比 其 他 任何 休 
虐 的 细胞 更 有 效 地 生存 。NHEJ 就 是 这 种 惊人 技巧 的 基础 ， 
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移 损 DNA 合成 使 复制 越过 DNA 损伤 继续 进行 


在 迄今 我 们 已 经 探讨 的 很 多 例子 中 ，DNA 损伤 是 通过 切除 然后 用 未 受 损 的 模板 重 
新 合成 来 完成 修复 的 。 但 是 ， 这 种 修复 系统 不 能 十 分 有 效 地 运行 ， 有 时 正在 复制 的 
DNA 聚合 酶 仍 会 遇 到 没有 被 修复 的 损伤 ， 如 喀 啶 二 聚 体 或 脱 味 叭 位 点 。 因 为 这 样 的 损 
伤 是 DNA 聚合 酶 前 进 的 障碍 ， 所 以 复制 机 器 必须 试图 越过 损伤 来 进行 复制 ， 或 被 迫 终 
止 复制 。 即 使 细胞 不 能 修复 损伤 ， 也 有 防 故障 机 制 使 复制 机 器 绕 过 受 损 的 部 位 。 这 种 机 
制 就 叫做 移 损 合成 (translesion synthesis), 。 如 我 们 将 看 到 的 那样 ， 这 个 机 制 有 高 度 的 
多 销 性 ， 易 引入 突变 ， 但 是 移 损 合成 使 细胞 避免 了 染色 体 不 完全 复制 的 更 坏 命运 。 

移 损 合成 是 被 一 类 特 化 的 DNA 聚合 酶 催化 的 ， 此 酶 越过 损伤 部 位 直接 合成 DNA 
(图 9-19). Æ E. coli 中 移 损 合成 是 由 UmuC A UmuD 蛋白 的 复合 体 承 扯 的 。UmuC 是 
DNA 聚合 酶 的 一 个 独特 家 族 的 一 员 ， 它 在 很 多 生物 中 都 有 发 现 ， 称 为 DNA 聚合 酶 的 
Y AR (图 9-20 ἈΠΕ 9-4) 。 
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9-19 ” 移 损 DNA 人 合成。 复制 时 一 旦 在 模板 中 遇 到 损伤 ，DNA 聚合 酶 亚 与 其 滑动 夹 一 起 从 DNA 上 脱离 下 来 并 
被 移 损 DNA RAR. Bil DNA 聚合 酶 越过 模板 链 (上 者 ) 上 的 胸腺 喀 啶 二 聚 体 继续 进行 DNA 的 合成 。 
然后 移 损 聚合 酶 被 DNA 聚合 酶 下 替换。 (Woodgate R. 1999. Genes Dev. 13; 2191-2195, Fig. 1. © Cold 
Spring Harbor Laboratony Press， 经 许可 直 绘 ) 
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图 39-20 移 损 聚合 酶 的 晶体 结构 。 此 处 显示 的 是 两 种 不 同 的 DNA 聚合 酶 的 结构 。 左 侧 是 个 家 族 聚 合 酶 (损伤 
劳 路 ) 的 结构 ; 右 侧 是 哈 菌 体 T7 的 典型 的 DNA 聚合 酶 。 注 意 Y- 聚 合 酶 结构 中 活性 位 点 更 加 开阔 ， 而 在 右 侧 
缺失 的 蛋白 区 域 关 闭 了 通道 〈 黄 色 箭 头 指示 )。 挨 进 的 核 苷 酸 用 红色 表示 ， 模 板 核 苷 酸 用 蓝 色 表示 。(Y poly- 
merase, Ling H. et al. 2001. Cell 107. 91. PDB Code: 1JX4. T7 polymerase, Doublié S. et al. 1998. 
Nature 391; 251, PDB Code: 1T7P.) 镜像 图 用 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 制作 。 


Muu Dinp ο, | ~ © - — E ο 
5 Mu Dink | 


"ης Rad30A 
Mm Rad30A 
“5 ο [5 pm Rad30A ο ο ο ο ο ο ο ος τος 
ο ος - At RadD30h . Ὁ. 


。284 。 BIR DNA 的 突变 和 修复 


这 些 容 合 酶 一 个 重要 的 性 质 就 是 ， 虽 然 它们 是 模板 依赖 性 的 ， 但 是 它们 掺 入 核 背 酸 
的 方式 不 依赖 于 碱 基 配对 。 这 解释 了 酶 是 如 何 越过 模板 链 上 的 损伤 合成 DNA 的 。 但 
不 ， 因 为 酶 没有 从 模板 上 “ 读 取 ”序列 信息 。 所 以 移 损 合成 常 有 高 易 错 性 。 试 想 在 脱 吓 
只 或 脱 喀 啶 例子 中 损伤 位 点 并 无 碱 基 特 异性 的 信息 。 移 损 聚 合 酶 通过 不 按照 碱 基 配 对 的 
方式 插入 核 苷 酸 来 越过 损伤 进行 合成 。 虽 然 如 此 ， 插 和 人 的 核 苷 酸 仍 不 是 随机 的 一 -有些 
移 损 轮 合 酶 插入 特定 的 核 背 酸 。 例 如 ， 人 的 一 个 立 家 族 移 损 聚 合 酶 成 员 在 咏 啶 二 聚 体 
对 应 位 置 上 正确 插 人 两 个 A 残 基 。 

因为 它 的 高 错误 率 ， 移 损 合成 (类 似 于 NHEJ) 被 认为 是 最 后 可 选择 的 求助 系统 。 
它 能 使 细胞 存活 下 来 ， 和 否则 可 能 对 复制 是 灾难 性 的 打击 , 但 是 付出 的 代价 是 高 突变 发 生 
率 。 因 此 ， 在 正常 条 件 下 ，E. coli 中 没有 移 损 合成 酶 ， 此 酶 只 有 在 对 DNA 损伤 应 答 的 
时 候 才 被 诱导 合成 。 因 此 ， 编 码 移 损 聚 合 酶 的 基因 作为 505 反应 (SOS response) 途径 
的 一 部 分 来 表达 。 损 伤 导致 转录 阻 抑 物 (LexA 阻 抑 物 ) 被 蛋白 质 水 解 性 分 解 ， 此 转录 
阻 抑 物 控制 SOS 反应 涉及 的 基因 的 表达 ， 包 括 UmuC 和 UmuD (UmuD' 无 活性 的 前 
VS) 基因 。 有 趣 的 是 ， 同 一 途径 还 负责 UmuD 到 UmuD' 的 蛋白 水 解 性 转变 。LexA 和 
UmuD 的 切割 都 是 被 称 作 RecA 的 蛋白 质 激发 的 ， 此 蛋白 质 被 DNA 损伤 产生 的 单 链 
DNA Wii. RecA 是 双 功 能 蛋白 质 ， 它 还 参与 DNA 的 重组 ， 将 在 第 10 ΗΝ. 

接 下 来 我 们 讨论 一 下 移 损 聚合 酶 是 如 何 进 入 DNA 损伤 位 点 处 受阻 的 复制 机 器 的 。 
在 哺乳 动物 细胞 中 ， 移 损 聚 合 酶 是 通过 对 滑行 夹 的 化 学 修饰 来 进入 移 损 修复 途径 的 。 在 
第 8 章 中 我 们 已 经 看 到 ， 滑 行 夹 〈 也 就 是 真 核 生 物 的 PCNA) 将 复制 聚合 酶 错 定 在 
DNA 模板 上 。 化 学 修饰 是 指 将 滑行 夹 与 一 个 泛 素 化 途径 中 的 多 肽 〈 泛 素 ) 进行 共 价 连 
接 。 在 真 核 生物 中 ， 泛 素 化 途径 被 广泛 用 于 标记 各 种 加 工 途 径 的 蛋白 ， 例 如 降解 。 泛 素 
化 途径 能 够 引发 移 损 合 成 最 近 发 现 越 来 越 多 ， 并 且 成 为 由 泛 素 肽 等 标签 蛋白 控制 的 细胞 
过 程 之 一 。 一 旦 泛 素 化 ， 滑 行 夹 就 会 招募 一 个 含有 能 够 识别 和 结合 泛 素 的 结构 域 的 移 损 
聚合 酶 。 移 损 聚 合 酶 有 时 候 会 取代 生长 链 的 3' 端 的 复制 聚合 酶 而 越过 损伤 位 点 进行 生 
长 链 的 延伸 。 因 此 ， 滑 行 夹 的 泛 素 化 成 为 一 个 危及 信和 号 可 以 招募 移 损 聚合 酶 来 拯救 在 
DNA 损伤 位 点 处 受阻 的 复制 机 器 。 

最 后 ， 移 损 合 成 还 有 几 个 令 人 着 迷 的 、 但 是 却 仍然 没有 答案 的 问题 。 移 损 酶 如 何 取代 
DNA 复制 复合 体 上 正常 的 复制 聚合 酶 ? DNA 合成 越过 损伤 后 ， 正 常 复制 聚合 酶 怎样 回来 
并 取代 在 复制 又 上 的 移 损 酶 ? 移 损 聚合 酶 的 延伸 能 力 低 ， 所 以 可 能 在 复制 通过 损伤 后 不 
入 它们 就 从 模板 上 脱离 下 来 。 不 管 怎样 ， 这 个 解释 仍 给 我 们 留 下 了 挑战 ， 去 解答 正常 加 
工 酶 如 何 重 新 进入 复制 机 器 中 这 一 问题 。 


小 结 


只 有 当 生 物 的 DNA 被 忠实 地 复制 ， 并 保护 免 受 可 改变 其 编码 特性 的 化 学 和 物理 损伤 
的 时 候 ， 生 物 才 能 存活 。 复 制 精确 度 的 限度 和 损伤 修复 的 限度 是 由 天 然 突变 概率 揭示 的 。 
因此， 虽然 单个 碱 基 的 错误 概率 可 在 10 000 倍 范围 内 变化 ， 但 是 在 正常 情况 下 ， 一 个 普 
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通 的 核 苷 酸 被 复制 10° 次 ， 才 有 可 能 被 错误 改变 约 一 次 。 复 制 精确 性 主要 来 自 DNA 聚合 
梅 的 复制 模板 的 方式 。 正 确 碱 基 选 择 最 初 是 根据 互补 配对 进行 的 。DNA 聚合 酶 校正 读 码 
的 活性 增加 了 精确 度 。 最 后 ， 在 错 配 修复 中 ， 新 合成 的 DNA 链 被 一 种 酶 扫描 ， 然 后 该 酶 
司 动 含 不 正确 配对 碱 基 DNA 的 替换 过 程 。 尽 管 有 这 些 安全 措施 ， 但 是 所 有 类 型 的 错误 还 
ERRET: 碱 基 替 换 、 小 片段 和 大 片段 的 插入 和 缺失 、DNA 序列 的 大 规模 重 排 ， 
| 细胞 含有 大 量 用 于 修复 DNA 损伤 的 酶 储备 ， 这 些 损伤 可 能 是 致命 的 或 改变 DNA 
使 其 产生 有 破坏 性 的 突变 。 有 些 酶 直接 逆转 DNA 损伤 ， 如 光 解 酶 ， 其 逆转 了 喀 啶 二 聚 
体 的 结构 。 更 通用 的 策略 是 切除 修复 ， 即 受 损 的 片段 被 去 除 ， 并 以 未 受 损 的 链 做 模板 合 
成 新 的 DNA 将 之 替换 。 在 碱 基 切 除 修复 中 ，DNA 糖 基 化 酶 和 核酸 内 切 酶 只 将 受 损 的 
核 苷 酸 除去 ;但 是 在 核 苷 酸 切 除 修复 中 ， 含 有 损伤 的 一 小 段 单 链 DNA 被 除去 .在 
E. co 中 ， 切 除 修复 是 UvrABC 核酸 内 切 酶 启动 的 ， 此 酶 在 受 损 部 位 产生 一 个 凸 起 ， 切 
去 含有 损伤 的 12 ΚΗ ΚΒ DNA 片段 。 高 等 细胞 用 类 似 的 方式 进行 核 背 酸 的 切除 修复 ， 
但 是 涉及 的 蛋白 质数 目 更 多 ， 而 且 切 除 的 单 链 DNA 为 24 一 32 REK. 
最 有 害 的 损伤 是 DNA 断裂 。 断 裂 是 由 重组 或 者 DSB 进行 修复 的 ， 在 这 个 过 程 中 序 
列 根据 为 外 的 一 个 同 源 的 双 螺 旋 进 行 复制 而 绕 过 断裂 位 点 。 如 果 在 修复 合成 中 没有 模板 
可 用 ，DNA 断裂 会 被 NHEJ 通过 可 能 易 错 的 方式 将 两 端 重新 连接 起 来 而 修复 。 另 一 个 
匈 锯 的 修复 途径 是 移 损 合成 。 移 损 合 成 使 得 复制 可 以 绕 过 阻 断 DNA 聚合 酶 复制 进程 的 
损伤 而 继续 进行 。 移 损 合 成 是 受到 一 类 特殊 的 和 广泛 存在 的 DNA 聚合 酶 家 族 调控 的 。 
该 家 族 能 够 以 一 种 不 准确 且 不 依赖 于 碱 基 配 对 的 方式 进行 DNA 合成 。 
突变 发 生 及 其 修复 ， 因 为 永久 地 影响 着 生物 继承 的 基因 ， 并 且 因 为 癌症 常常 是 体 细 
胞 突变 引起 的 ， 所 以 令 我 们 十 分 关注 。 
( 张 明 译 


Aw AAF aya AAA R) 
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真 核 细胞 的 同 源 重 组 


交配 型 的 转换 


同 产 重组 机 制 的 遗传 结果 


分 子 水 平 上 的 
同 源 重组 


所 有 的 DNA 都 是 重组 DNA。 在 同 
源 染 色 体 配对 的 减 数 分 裂 期 第 一 次 核 分 
SA. Weel AN MA mR, {8 
得 染色 体 不 断 地 被 混合 和 重 排 。 在 配对 
阶段 ， 染 色 体 间 发 生 遗 传 交 换 ， 这 种 现 
Se 1} “AY AK BK Ἢ AC HR (crossing over), È 
是 同 源 重 组 (homologous recombina- 
tion) 的 结果 之 一 ， 这 种 重组 涉及 染色 
体 间 DNA 序列 的 物理 交换 。 同 一 条 染 
色 体 上 的 两 个 基因 间 发 生 交 换 的 频率 取 
决 于 它们 之 间 的 物理 距离 ， 相 距 越 远 越 
易 发 生 交 换 。 实 际 上 ， 在 以 早期 交换 频 
率 测 量 为 基础 构建 的 遗传 图 ， 通 过 揭示 
基因 排列 的 固定 及 线性 顺序 规律 ， 首 次 
提供 了 染色 体 的 结构 信息 。 


但 有 时 ， 基 因 的 顺序 会 发 生 改 变 。 例 如 ， 一 种 被 称 为 转 座 子 (transposon) 的 可 以 
移动 的 DNA 片段 会 随机 地 出 现在 染色 体 的 不 同位 置 上 并 促进 DNA 的 重 排 ， 从 而 改变 
染色 体 的 结构 。 导 致 “ 转 座 ”及 其 他 一 些 基因 组 重 排 的 重组 机 制 不 同 于 同 源 重 组 ， 我 们 


将 在 第 11 划 中 详细 讨论 这 些 现象 。 


同 源 重 组 是 细胞 的 一 个 基本 过 程 ， 由 为 专门 合成 专门 调控 的 酶 所 催化 。 除 了 造成 遗 
传 多 态 性 外 ， 重 组 还 能 用 细胞 中 未 损伤 的 同 源 染 色 体 DNA 链 ， 来 修复 因 损 伤 而 丢失 的 
染色 体 序 列 。 重 组 同时 还 提供 一 种 机 制 ， 重 局 被 停止 或 损伤 的 复制 又。 此外， 特殊 类 型 
的 重组 还 能 调控 东 些 基因 的 表达 。 例 如 ， 通 过 交换 染色 体 的 特定 部 分 ， 细 胞 可 以 把 本 来 


休眠 的 基因 置 于 它们 可 以 表达 的 区 域 。 


除了 解释 遗传 过 程 外 ， 本 和 草 还 要 阐明 重组 的 分 子 机 制 ， 该 机 制 引领 了 基因 操作 方法 
的 发 展 。 这 些 基因 操作 方法 包括 第 规 应 用 的 、 在 不 同 实验 动物 中 产生 “基因 敲 除 ” 和 
“转基因 ”变异 种 的 方法 〈 见 第 22 半 )。 依 徘 重 组 在 整体 生物 的 背景 下 去 掉 或 引入 基因 ， 


征 确 定 基因 功能 非常 有 效 的 方法 。 


DNA 断裂 频 发 并 启动 同 源 重 组 + 287 - 
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DNA 437% ACHE XL BE TAY (Double-stnanded breaks，DSB) 。 如 果断 裂 未 得 到 修复 ， 
对 细胞 的 后 采 是 灾难 性 的 。 例 如 ，E.。，coli 染色 体 上 一 个 双 链 断裂 如 果 无 能 力 修复 ， 对 
细胞 是 致命 的 。 对 大 多 数 细胞 而 言 ， 用 于 修复 双 链 断裂 的 主要 机 制 就 是 同 源 重组 。 有 些 
细胞 也 可 通过 被 称 为 非 同 源 未 端 连接 (NHEJ) 的 较 简 单机 制 进行 修复 。 这 个 过 程 已 在 
第 9 章 中 描述 过 。 

细 阔 中 ， 同 源 重组 的 主要 生物 学 作用 是 修复 双 链 断裂 。 这 些 断 裂 的 DNA 末端 由 多 
种 方式 形成 〈 见 第 9 章 )。 离 子 辐射 和 其 他 损害 因子 有 时 直接 破坏 DNA 双 链 的 骨架 。 
许多 类 型 的 DNA 损害 可 以 经 由 干扰 复制 义 的 进程 而 间接 造成 双 链 断裂 。 例 如 ， 一 条 
DNA 链 上 未 修复 的 缺口 能 使 经 过 的 复制 又 在 此 停止 (图 10-1). 


染色 体 复制 叉 


模板 链 有 DNA 损伤 


复制 又 停止 复制 又 停止 


可 局 动 重组 
的 双 链 断裂 


复制 叉 复 返 


图 10-1 DNA 复制 时 模板 上 的 损伤 能 导致 双 链 断裂 。 模 板 链 上 单个 缺口 造成 双 链 断裂 易于 理解 ( 左 图 )。 不 过 
模板 上 的 一 个 造成 复制 义 停止 的 损伤 也 能 形成 双 链 断裂 ( 右 图 )。 右 图 中 ， 两 条 新 合成 的 链 GRAZ) 可 形成 
碱 基 互 补 链 ， 导 致 复制 又 向 后 退 ， 这 种 结构 有 多 种 结局 ， 断 端 可 引发 重组 。 
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与 此 类 似 ， 一 个 使 DNA 不 能 作为 模板 的 DNA 链 上 的 损伤 可 以 导致 复制 叉 停 止 。 
这 种 停止 的 复制 叉 的 继续 又 有 好 几 种 途径 〈 如 复制 叉 后 退 、 核酸 酶 分 解 等 ， 图 10-1), 
并 形成 DNA 双 链 断裂 的 末端 。 这 些 DNA 断 端 会 引发 该 DNA 与 其 同 源 DNA 形成 重 
组 ， 进 而 修复 这 个 断裂 。 

同 源 重组 除了 能 修复 染色 体 DNA 双 链 断裂 外 ， 还 能 促进 细菌 间 的 遗传 物质 交换 。 
这 种 遗传 物质 交换 发 生 在 宿主 细胞 的 染色 体 和 经 叭 蕴 体 转 导 或 细胞 接合 而 进入 的 DNA 
之 间 〈 见 第 21 章 )。 在 这 些 情况 下 ， 进 入 细胞 的 DNA 为 线性 分 子 ， 提供 能 引发 同 源 重 
组 的 DNA ΑΠ. 

同 源 重 组 是 真 核 细 胞 中 修复 DNA 断裂 和 复制 又 停止 的 关键 步 又 . 染色 体 修 复 和 复 
制 重 起 是 同 源 重组 的 主要 功能 ， 在 高 级 生物 的 很 多 体 细 胞 中 是 这 样 ， 在 植物 性 生长 的 单 
细胞 中 也 是 这 样 。 然 后 ， 在 很 多 情况 下 ， 遗传 交换 和 染色 体 稳定 都 需要 同 源 重组 。 除 此 
以 外 ， 同 源 重 组 还 有 其 他 作用 ， 如 下 面 将 要 提 及 的 ， 重组 是 减 数 分 裂 时 同 源 染色 体 配 对 
的 必要 步骤 。 当 细胞 进入 减 数 分 裂 时 ， 产 生 一 种 特殊 的 蛋白 质 ， St DNA 产生 双 链 断 
僚 从 而 引发 重组 〈 详 情 见 下 ) 。 所 以 ， 虽 然 双 链 断 裂 有 多 种 起 因 ，DNA 上 出 现 双 链 断裂 
仍 是 同 源 重组 事件 早期 的 关键 步 又。 


同 产 重组 的 模式 
= 


证 期 用 原子 同位 素 摊 入 DNA 的 巧妙 实验 ， 使 人 们 对 同 源 重组 过 程 在 分 子 水平 上 有 
J 基本 认识 。 这 一 实验 与 Metthew Meselson 和 Frank W. Stahl 用 以 显示 DNA 半 保 留 
复制 模式 的 方法 一 样 ( 见 第 2 BE). 在 实验 中 ，Meselson 和 Stahl 证 明了 DNA 复制 产 
物 中 包含 一 条 新 合成 链 和 一 条 旧 链 。 与 之 相反 ， 同样 的 实验 过 程 揭示 了 这 一 所 研究 重组 
过 程 涉及 DNA 分 子 直接 断裂 和 再 结合 。 如 下 所 述 ， 现 在 我 们 知道 DNA dF Wit Be AA FR. 
结合 是 同 源 重 组 的 主要 特点 。 不 过 ， 重 组 也 常常 涉及 DNA 链 局 部 的 破坏 (destruction) 
和 骨 合 成 。 在 这 些 早期 实验 后 ， 研 究 者 提出 本 各 种 解释 遗传 交换 分 子 机 制 的 模型 ， 这 些 
模型 都 包括 以 下 几 个 关键 步 又; 

O 两 个 同 源 DNA 分 子 的 联 会 。 所 谓 同 源 指 的 是 两 条 DNA 的 序列 中 至 少 100 个 碱 
荃 对 以 上 的 序列 完全 相同 或 几乎 完全 相同 。 除 了 这 种 高 度 的 相似 性 ，DNA 分 子 可 有 小 
部 分 区 域 的 序列 不 同 ， 如 同一 个 基因 的 序列 不 尽 相 同 的 等 位 基因 (allele), 

Ὁ SIA DNA 断裂 。 这 些 断 裂 可 进一步 产生 单 链 DNA K, 

O 在 两 条 重组 DNA 分 子 之 间 ， 形成 碱 基 互 补 的 短片 段 起 始 区 。 当 来 自 于 亲本 分 子 
的 DNA 分 子 单 链 区 域 与 同 源 双 链 DNA 分 子 互 补 链 配 对 结合 时 ， 发 生 该 配对 过 程 ， 称 
为 链 侵入 (strand invasion)。 链 侵入 的 结果 是 ， 产生 了 新 的 双 链 DNA X πὲ; 这 种 
DNA 经 第 市 有 一 些 错 配 的 碱 基 称 为 异 源 双 链 螺 旋 DNA (heteroduplex DNA). 

(4) 链 入 侵 之 后 两 个 DNA 分 子 相互 交叉 的 DNA 链 联系 在 一 起 ， 这 个 交叉 的 结构 称 
为 Holliday 联结 体 (Holliday junction) 。 一 个 Holliday 联结 体 可 以 通过 配对 碱 基 连 续 
的 解 链 和 配对 而 沿 着 DNA 移动 。 每 次 移动 时 ， 亲 本 DNA 链 上 配对 碱 基 断 开 ， 由 相同 
的 碱 基 配 对 形成 重组 中 间 体 ， 该 过 程 称 为 分 支 移 位 (branch migration) 。 
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RE Se 

©) Holliday 联结 体 的 前 切 。 在 Holliday 联结 体 处 切断 DNA 重新 生成 两 个 分 开 的 

WIRDE DNA， 从 而 完成 遗传 物质 的 交换 过 程 。 这 个 过 程 叫做 拆 分 (resolution), EW 

个 重组 的 DNA 分 子 拆 分 时 ， 哪 两 对 DNA 链 在 形成 Holliday 联结 体 时 被 切断 ， 对 于 
DNA 交换 程度 有 很 大 影响 。 


链 入 侵 是 同 源 重组 的 关键 早期 步骤 


企 损 伤 位 点 附近 的 链 的 加 工 处 理 过 程 详 述 如 下 。 在 同 源 重组 中 链 ， 人 入侵 是 关键 的 一 
步 ， 这 种 链 入侵 以 及 后 续 的 在 两 个 同 源 双 链 之 间 的 互补 链 的 配对 在 这 些 分 子 间 会 形成 _ 
个 稳定 的 配对 。 这 个 过 程 也 会 引发 两 个 亲本 的 DNA 链 的 交换 。 下 面 我 们 将 讲 到 ， 催 化 
和 链 和 人 侵 的 酶 称 为 链 交换 蛋白 质 (strand-exchange proteins), 因为 它们 促进 了 这 个 关键 
反应 。 

将 配对 的 两 条 同 源 双 链 染色 体 画 成 如 图 10-2a 所 示 ， 对 演示 重 源 重组 的 各 个 步骤 非 
党 有 用 。 尽 管 这 些 分 子 序列 几乎 完全 相同 ， 市 有 同一 基因 不 同 的 等 位 基因 (在 图 10-2 
中 用 符号 A/a, B/b, C/c 表示 )， 这 将 帮助 理解 重组 的 结果 

车 组 和 是 通过 在 每 条 DNA 分 子 上 同样 区 域 引 入 一 个 双 链 断裂 而 始 发 的 (图 10-2b)， 
断裂 位 置 附近 的 DNA 链 可 以 从 互补 链 的 位 置 上 释放 出 来 ， 使 之 可 供 “ 侵 人 ”并 最 终 与 
同 源 DNA 双 链 互补 配对 (图 10-2c) 。 在 损伤 位 点 附近 的 链 加 工 处 理 以 下 会 详 述 …… 

链 侵 入 形成 的 Holliday 联结 体 可 通过 分 支 移 位 沿 着 DNA 移动 ， 这 种 移 位 提高 了 交 
Be DNA 的 长 度 。 如 果 两 个 DNA 分 子 并 不 完全 相同 ， 如 同一 基因 不 同 的 等 位 基因 间 常 
有 的 少量 序列 上 的 差异 ， 发 生 在 这 些 区 域 的 分 支 移 位 形成 的 DNA αι ΜΠΕΗ 1 个 或 
右 十 个 序列 错 配 (图 10-24 中 的 Β Λι 等 位 基因 和 旁边 的 放大 图 )， 修复 异 源 双 螺旋 


Holliday 联结 体 拆 分 是 完成 遗传 物质 交换 的 重要 一 步 


元 成 重组 要 求 Holliday 联结 体 拆 分 ， 这 个 拆 分 过 程 是 通过 在 交叉 处 切割 DNA δε. 
这 个 反应 把 两 个 重组 的 DNA 分 子 分 来 ， 完 成 遗传 物质 的 交换 。 图 10-3 显示 了 两 个 同 源 
DNA 双 媒 旋 通 过 一 个 Holliday 联结 体 连 接 在 一 起 。 拆 分 有 两 种 不 同 的 形式 ， 可 以 形成 
两 种 不 同 的 DNA 产物 ， 下 面 我 们 将 做 进一步 的 阐释 。 

图 10-3 显示 了 两 个 相似 的 双 链 DNA 分 子 之 间 的 交换 产生 的 分 支 DNA 上 两 对 前 切 
点 的 位 置 。 为 了 使 这 些 剪 切 点 易于 观察 ， 将 Holliday 联结 体 旋转 ， 形 成 一 个 没有 交叉 
的 、 十 字 路 口 形状 的 结构 。 序 列 相 同 且 极 性 相同 的 两 条 DNA 链 将 被 切断 。 前 切 位 点 的 
两 种 方式 在 图 10-3 中 分 别 被 标 为 1 和 2. 

在 这 个 例子 中 ， 标 为 1 的 剪 切 位 点 发 生 在 两 条 DNA 链 中 ， 这 两 条 链 完全 是 由 两 个 
杀 本 DNA 分 子 分 别 组 成 的 〈 例 如 ， 蓝 色 实 线 和 灰色 的 所 示 的 链 )。 如 果 这 些 链 现存 被 
切割 并 共 价 的 连接 (第 二 个 反应 是 由 DNA 连接 酶 催化 的 ， 后 面 会 讨论 )， 那 么 将 产生 
HY DNA 分 子 的 结构 和 序列 如 图 的 左下 角 。 这 些 产 物 视 为 前 接 (splice) 重组 产物 ， 因 
为 两 个 原先 的 双 螺 旋 被 剪接 到 了 一 起 ,来 自 亲本 的 DNA 分 子 的 区 域 与 杂交 双 螺 旋 共 价 
也 连接 到 了 一 起 。 如 下 面 所 述 的 等 位 基因 标签 ， 产 生 的 剪接 产物 导致 了 基因 重 排 ， 这 些 
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图 10-2 Holliday 模型 中 的 分 支 移 位 。 在 DNA 单 链 上 的 小 箭头 标示 5 一 3 的 方向 。 字 母 A 和 a、B 和 6。、 
C 和 * 分 别 代表 了 不 同 的 等 位 基因 。 等 位 基因 之 间 的 序列 差异 不 大 。 所 以 异 源 双 链 上 同一 基因 座位 ， 不 
同 的 等 位 基因 之 间 就 会 形成 错 配 。( 如 d 图 右边 的 放大 图 所 示 ) 


基因 位 于 重组 位 点 的 两 侧 。 因 此 这 种 类 型 的 重组 又 被 称 为 “交换 产物 ” (crossover 
product) ， 在 这 种 DNA 分 子 中 ， 交 又 点 位 于 A 和 C 基 因 之 间 。 

HLE., Holliday 联结 体 中 男 一 对 剪 切 位 点 (图 10-3 中 图 标 为 2) 位 于 两 条 
DNA 链 中 并 且 含 有 两 个 亲本 分 子 的 序列 区 域 (例如 ， 蓝 色 和 灰色 片段 )。 在 这 些 位 点 发 
生 拆 分 和 共 价 连接 以 后 ， 产 生 了 DNA 分 子 包 含 一 段 杂 合 DNA ΒΕ (补丁 )。 这 些 分 子 被 
称 为 补丁 产物 〈patch product)。 在 这 些 产物 中 ， 重 组 并 未 产生 两 侧 基因 的 重 排 〈( 见 图 
10-3 中 等 位 基因 A/a 和 C/c 等 位 基因 标签 )。 这 些 分 子 又 被 称 为 非 交 换 产 物 (noncross- 
over products)。 影 响 拆 分 的 位 点 和 极 性 的 因素 将 在 下 面 讨论 。 
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“补丁 ”或 非 交 换 产 物 没 有 重新 分 配 
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图 10-3 Holliday 联结 体 剪 切 。 拆 分 时 有 两 对 供 前 切 的 位 点 。 一 对 位 点 的 前 切 产 牛 “ 剪 切 ”或 交换 产物 ， 另 一 
对 位 点 剪 切 将 产生 “补丁 ”或 非 交 换 产物 。 小 插图 显示 一 个 Holliday 联结 体 的 结构 。 请 注意 ， 小 插图 中 的 
DNA 碱 基 完 全 配对 。 
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双 链 断裂 修复 模型 描绘 了 许多 重组 事件 


同 源 重 组 经 常 因 DNA 双 链 断裂 而 启动 。 描 述 这 种 遗传 交换 反应 的 常用 模型 是 双 链 
断裂 修复 途径 (double-stranded break-repair pathway) (图 10-4) 。 在 这 个 模型 里 ， 始 


a 双 链 断裂 (DSB) 


进一步 产生 带 有 3' 端 
单 链 未 端的 间断 DNA 


3’ 端 链 侵入 


第 二 条 链 入 侵 和 DNA 
由 3' 疗 开始 的 修复 合成 


分 文 移 位 与 有 两 个 Holliday 
联结 体 的 中 间 体 的 形成 


图 10-4 同 产 重组 的 双 链 断裂 修复 模型 。 图 示 产 生 有 两 个 Holliday 联结 体 的 重组 中 间 体 的 过 程 。 
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发 事件 是 两 条 同 源 双 螺旋 DNA 分 子 中 的 一 条 发 生 了 双 链 断裂 〈 见 图 10-4a)， 而 另外 一 
条 保持 完整 。 两 条 DNA 分 子 中 的 非 对 称 始 发 断裂 ， 导 致 双 链 DNA 断裂 模型 的 后 期 重 
组 过 程 也 是 非 对 称 的 〈( 即 两 条 双 螺 旋 的 处 理 不 同 。 在 下 文 ， 我 们 将 看 到 这 一 点 )。 

发 生 双 链 DNA 断裂 后 ， 一 种 DNA 裂解 酶 逐步 降解 断裂 的 DNA 分 子 以 产生 单 链 
DNA Ee (Η 10-4b) 。 该 过 程 在 断裂 的 DNA 上 产生 了 叫做 单 链 DNA 未 端的 以 3' 端 结尾 
的 单 链 延 伸 体 。 有 时 双 链 断裂 处 的 两 条 链 都 会 被 降解 ， 有 时 只 有 5 端的 链 被 降解 。 

由 上 述 过 程 产生 的 单 链 DNA 末端 这 时 侵 人 到 未 断裂 的 同 源 DNA 双 螺 旋 中 (图 10- 
4c)。 这 张 图 示意 了 单 链 入 侵 ， 下 一 张 图 表示 的 是 双 链 入 侵 。 这 两 种 情况 中 ， 每 一 条 人 
侵 链 都 是 和 另 一 条 DNA 分 子 中 互补 链 配对 。 因 为 入 侵 链 以 3' 端 结尾 ， 它 们 可 以 作为 合 
成 新 DNA 的 引物 。 以 同 源 DNA 双 链 中 的 互补 链 作为 模板 ， 从 这 些 3' 断 端 开 始 延 长 ， 
以 重新 合成 断裂 处 被 破坏 的 DNA 片段 (图 10-4d,e). 

QAR SC AY ZR DNA 分 子 序列 在 断裂 附近 并 不 完全 一 样 〈 如 上 述 的 单 碱 基 对 替 
换 )， 那 么 在 重组 的 “ 双 链 断裂 ”修复 中 ， 序 列 信息 就 有 可 能 丢失 。 如 图 10-4 所 示 的 重 
组 事件 ， 以 标示 的 双 链 为 模板 合成 DNA 的 结果 导致 DNA (灰色 ) AYRES EA. 
在 双 链 断裂 修复 模式 下 ， 这 种 单 向 的 遗传 物质 交流 有 时 会 留 下 一 个 遗传 标记 一 引发 基 
因 转 换 (gene conversion) 事件 ， 在 本 章 结 尾 处 我 们 将 重 述 这 一 点 。 


双 链 断裂 模式 所 产生 的 重组 中 间 体 一 一 两 个 Holliday 联结 体 ， 以 分 支 移 位 的 方式 沼 
A DNA 移动 ， 并 最 终 被 拆 分 而 结束 重组 事件 。 同 样 地 ， 依 据 拆 分 Holliday 联结 体 时 所 前 
切 的 DNA 链 ， 可 以 决定 最 终 DNA 分 子 重组 点 两 侧 序 列 的 基因 是 否 发 生 重新 配对 (也 就 
征 媚 致 交换 )。 如 何 拆 分 包含 有 两 个 Holliday 联结 体 的 重组 中 间 体 的 不 同方 法 ， 见 框 10-1 
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所 有 的 生物 都 编码 能 催化 DNA 重组 各 个 生化 步 豫 的 蛋白 质 。 有 些 重组 步骤 中 ， 同 
狐 生 日 质 家 族 的 成 员 在 所 有 的 生物 中 提供 同样 的 功能 。 反 之 ， 另 外 一 些 重组 步 又 中 不 同 
生物 由 不 同 种 类 的 和 蛋白质 催化 ， 但 都 产生 同 源 的 整体 的 结果 。 我 们 对 重组 机 制 最 详实 的 
理解 来 自 于 对 大 肠 杆菌 及 其 吻 菌 体 的 研究 。 所 以 我 们 首先 着 重 描述 主要 通过 双 链 断裂 修 
复 途 径 [又 称 RecBCD 途径 (RecBCD pathway)] 促进 大 肠 杆菌 重组 的 蛋白 质 。 真 核 细 
胞 同 源 重组 及 其 涉及 的 蛋白 质 将 在 后 面 的 部 分 介绍 。 

K 10-1 列 出 了 在 细菌 和 真 核 细 胞 〈 如 芽 殖 酵母 是 最 深入 理解 的 真 核 细 胞 ) 中 催化 
天 键 重组 步 又 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 活性 是 完成 双 链 断 裂 修复 路 径 关 键 步骤 所 必需 的 。 
除了 这 些 负 责 重 组 的 蛋白 质 外 ，DNA RAB. RE DNA 结合 蛋白 、 拓 扑 异 构 酶 、 连 
接 酶 等 也 在 遗传 物质 交换 过 程 中 起 着 关键 作用 ， 
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表 10-1 原核 和 真 核 细胞 中 催化 重组 步骤 的 因子 


重组 步 又 大 肠 杆菌 中 的 催化 蛋白 真 核 细胞 中 的 催化 蛋白 
同 源 DNA 联 会 及 链 侵 人 RecA 蛋白 Rad51，Dcml ( 减 数 分 裂 期 ) 
引入 双 链 断裂 Ke Spoll ( 减 数 分 裂 期 )， 
HO (交配 模式 转换 ) 
作用 于 DNA 断 端 以 产生 RecBCD ( 解 旋 酶 /核酸 酶 ) MRX 蛋白 
用 于 侵入 的 单 链 (又 称 为 Rad50/58/60 核酸 酶 ) 
链 交 换 蛋 白 组 装 RecBCD 和 RecFOR Rad52 和 Rad59 
Holliday 联结 体 识别 和 分 支 移 位 RuvAB 复合 体 ΑΙ 
拆 分 Holliday 联结 体 RuvC 可 能 是 Rad51c-XRCC3 复合 体 或 其 他 蛋白 质 


请 注意 ， 尽 管 在 RecBCD 路 径 的 重组 中 两 个 重组 DNA 分 子 中 至 少 要 有 一 个 双 链 断 
δε, (AE 10-1 中 没有 列 出 大 肠 杆菌 的 引入 双 链 断裂 的 蛋白 质 。 如 前 所 述 ， 迄 今 为 目 
尚未 发 现 细菌 中 有 引入 双 链 断裂 功能 的 特殊 蛋白 质 。 实 际 上 ，DNA 损伤 和 复制 叉 停止 
等 事件 是 产生 双 链 断裂 (在 染色 体 DNA 上 引发 同 源 重组 ) 的 主要 来 源 。 另 外 在 遗传 物 
质 交 换 的 反应 中 ， 如 鸣 菌 介 导 的 转 导 (我 们 将 在 第 22 BERR), ， 感 染 的 DNA 片断 带 有 
断裂 的 DNA 末端 。 

下 面 将 描述 大 肠 杆菌 的 重组 蛋白 质 ， 及 其 如 何在 重组 过 程 中 通过 双 链 断裂 修复 路 径 
行使 功能 ， 我 们 将 根据 这 些 蛋 白质 在 反应 过 程 中 出 现 的 顺序 加 以 讨论 。 首 先 讨论 的 是 
RecBCD 酶 如 何 作 用 于 DNA 的 双 链 断裂 点 进而 产生 单 链 区 ; 然后 ， 阐 述 产 生 链 交换 作 
用 的 RecA AMS AVE OL, 24 RecA 蛋白 结合 在 DNA 单 链 上 后 ， 能 发 现 DNA 
上 的 序列 同 源 区 并 在 这 些 同 源 区 域 间 形 成 新 的 碱 基 对 ; 接 下 来 ,讨论 促进 分 支 移 位 的 
RuvA 和 RuvB 4A; 最 后 ， 介 绍 拆 分 Holliday 联结 体 的 酶 RuvC 。 


RecBCD 解 旋 酶 /核酸 酶 加 工 用 于 重组 的 DNA 分 子 断 裂 


具有 单 链 延伸 端 或 “尾巴 ”的 DNA 分 子 是 引发 同 源 序列 间 链 交换 的 合适 底 物 ， 
RecBCD 酶 作用 于 断裂 的 DNA 分 子 以 产生 单 链 DNA 区域，RecBCD 也 可 协助 链 交 换 重 
日 质 RecA 结合 到 单 链 DNA 末端 。 男 外 ，RecBCD 所 拥有 的 多 种 酶 活性 提供 给 细胞 一 
种 “选择 "”， 或 是 与 进入 细胞 的 DNA 分 子 发 生 重组 ， 或 是 降解 它 。 

RecBCD 是 由 3 个 亚 基 所 组 成 (recB 基因 、recC 和 recD 基因 的 产物 )， 并 有 DNA 
解 旋 酶 和 核酸 酶 活性 。RecBCD 依靠 ΑΤΡ 水 解 提 供 的 能 量 ， 结 合 在 DNA 双 链 断 烈 处 
并 六 DNA 移动 。 在 该 蛋白 质 的 作用 下 ，DNA 被 解 旋 ， 同 时 伴 有 或 不 伴 有 破坏 一 条 或 两 
条 DNA 链 。RecBCD 蛋白 的 活性 受 控 于 一 段 特殊 的 chi 位 点 的 《cross-over hotspot in- 
stigator) DNA 序列 。chi 位 点 由 于 能 够 提高 同 源 重 组 的 频率 而 被 发 现 。 

图 10-5 显示 RecBCD 作用 于 具有 一 个 chi 位 点 的 DNA 分 子 , 使 之 受 激活 而 进行 重 
组 的 过 程 。RecBCD 蛋白 通过 双 链 断 裂 处 进入 DNA, HEWA DNA 链 移动 的 过 程 中 解 
诈 。RecB 和 RecD 亚 基 都 是 DNA 解 旋 酶 ， 利 用 ΑΤΡ 水 解 的 能 量 解 链 DNA 碱 基 对 
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图 10-5 RecBCD 作用 于 DNA 的 步骤 。 请 注意 ，RecBCD 蛋白 能 通过 双 链 断裂 中 的 任 一 个 或 两 个 断裂 端 进入 
DNA 分 子 。 但 是 chi 位 点 的 功能 只 有 一 个 方向 。 如 图 示 DNA 分 子 中 ，chi 位 点 的 方向 使 其 只 作用 于 从 右 向 左 移 
动 的 RecBCD 酶 。RecBCD 具有 两 个 解 旋 酶 ，RecD 酶 可 沿 着 DNA 5' 端 (图 中 下 链 ) 快速 移动 ; RecD 酶 则 沿 着 
DNA 3' 端 (图 中 上 链 ) 慢 速 移动 。 因 为 这 两 个 亚 基 以 不 同 的 速度 移动 ， 所 以 在 解 旋 的 过 程 中 ， 会 在 上 链 堆积 出 
一 DNA 单 链 环 。 当 RecD 到 达 chi 位 点 时 ， 脱 落 或 失 活 。 


( 见 第 8 ΒΕ), RecB 是 个 3 -5 解 螺旋 酶 并 且 有 一 个 多 功能 的 DNA 核酸 酶 的 结构 域 ( 见 
下 ) 而 RecD 是 -T5 -3 的 解 旋 酶 ，RecE 具有 识别 chi 位 点 的 功能 ，RecBCD 的 核酸 酶 活 
性 经 党 在 解 旋 的 过 程 中 剪 切 两 条 链 从 而 降解 结合 的 DNA。 

189 2 chi 位 点 后 ，RecBCD 的 核酸 酶 活性 发 生变 化 。 随 着 RecBCD 移入 chi 位 点 之 
外 的 远 端 序列 (相对 于 RecBCD 酶 进入 的 双 链 断裂 )， 它 不 再 依 3' 一 5' 方 向 前 切 DNA, 
而 古 以 更 高 的 频率 剪 切 另 一 条 5 一 3 方向 的 DNA 链 。 这 种 变化 的 结果 使 一 条 双 螺 旋 
DNA3 单 链 延长 到 3 端的 chi 位 点 。 这 种 结构 适 于 RecA 蛋白 的 组 装 ， 并 引发 链 交换 
(详情 下 述 ) RecBCD 遇 到 chi 位 点 后 酶 活性 变化 的 分 子 机 制 ， 与 RecD 亚 基 的 活性 丧 
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失 以 及 DNA 通过 RecBCD 多 亚 基 的 变化 方式 有 关 ， 

5 DNA 结合 的 RecBCD 复合 体 结构 使 我 们 更 加 深入 地 了 解 这 三 个 亚 基 的 功能 和 当 
182) chi 位 点 后 活性 如 何 变化 的 〈 见 结构 指南 10-1) 。 如 图 10-6 所 示 ， 这 个 蛋白 质 复合 
体 是 一 个 三 角形 ， 双 螺旋 DNA 是 从 三 角 体 的 上 部 进入 蛋白 质 的 。 在 这 里 ，DNA 遇 到 
一 个 称 为 “ 栓 ” 的 结构 ， 这 个 结构 是 由 RecC 亚 基 突出 来 的 ， 它 的 作用 是 切割 双 螺 旋 并 
且 引 领 各 目的 DNA 链 到 两 个 酶 的 驱动 区 。RecC 亚 基 引领 3' 链 进入 RecB 驱动 区 并 使 5 
链 进 入 RecD 驱动 区 。 在 这 个 情况 下 ，RecC 虽然 本 身 不 是 一 个 解 旋 酶 ， 但 提高 了 整个 
复合 体 的 整体 解 旋 活 性 的 效率 。 酶 中 孔道 的 形成 使 得 3'DNA 尾巴 恰好 暴露 于 RecB 亚 
基 核 酸 酶 活性 位 点 处 。 因 此 在 酶 遇 到 chi 位 点 前 这 条 链 就 被 高 效 地 降解 了 。DNA 的 5 
尾部 离开 RecD 驱动 区 后 同样 会 暴露 于 RecB 核酸 酶 的 活性 位 点 处 ， 但 是 它 的 降解 效率 
低 于 3 端 尾部 ， 因 为 它 必须 与 更 易 被 降解 的 3' 尾 部 竞争 。 然 而 ， 一 旦 遇 到 一 个 chi 位 
尽 ， 这 种 情况 就 会 发 生 了 变化 。RecC 识别 并 紧 紧 结合 此 DNA Ωμ, 3Η. «Η chi 位 点 
的 3' 端 被 结合 后 ，3' 尾 部 就 不 能 进入 核酸 酶 ， 也 就 阻止 了 3' 端 的 降解 。 这 样 通过 活性 位 
点 处 竞争 者 的 移 除 促进 了 5 ' 尾 部 的 降解 。 


图 10-6 RecBCD-DNA 复合 物 的 结构 。 这 RecB 标 为 蓝 色 ，RecC 为 红 紫 色 ，RecD 为 绿色 通过 复合 物 的 
“顶部 ”进入 的 结合 DNA 标 为 紫色 ， 白 色 箭头 指 的 是 结合 钙 离 子 (红色 ) 与 RecB 核酸 酶 活性 位 点 。 这 
个 结构 有 一 缺 角 ， 以 显示 DNA-ReC 与 DNA 的 双 链 接触 并 将 其 分 开 ， 将 3' 链 引导 到 RecB 的 左面 ，5' 尾 
巴结 合 到 RecD 的 右面 。(Singleton M. R. et al. 2004, Nature 432. 7015, PDS Code: 1W36. ) 图 像 以 
PyMOL (DeLano W. L. 2002. The PyMOL molecular graphics system. 绘制 ，DeLano Scientific，Palo 
Alto, California http. www. pymol. org) 


由 RecBCD 产生 的 单 链 DNA 尾部 必须 被 RecA 蛋白 所 包 被 ， 这 样 才 能 发 生 重 组 
然而 ， 细 胞 中 含有 一 种 单 链 结 合 蛋 白 (SSB) 也 可 以 结合 到 这 种 DNA 上 。 为 了 保证 是 
RecA 而 不 是 SSB 结合 到 这 些 单 链 DNA 尾部 ，RecBCD 直接 与 RecA 结合 以 利于 该 蛋 
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日 质 的 组 猴 。 这 种 结合 导致 了 RecB 亚 基 的 核酸 酶 结构 域 与 RecA 蛋白 质 之 间 的 蛋白 质 - 
AER. 348 RecA 结合 到 了 DNA 的 3 端 尾巴 上 。 


Chi 位 点 控制 RecBCD 


chi 位 点 能 够 提高 约 10 倍 重组 发 生 率 。 这 种 提高 在 与 chi 位 点 直接 相 邻 的 区 域 最 为 
上 明显。 虽然 chi 位 点 附近 10kb 左右 的 区 域 都 能 观察 到 重组 概率 的 提高 ， 但 这 种 趋势 随 
者 远离 chi 位 点 而 逐渐 降低 (图 10-7) 。 最 初 ， 人 们 对 这 种 提高 只 发 生 在 chi 位 点 的 一 侧 
感到 迷惑 ， 但 现在 已 经 清楚 ， 双 链 断 裂 和 chi 位 点 间 的 DNA 被 酶 切 成 小 片段 ， 所 以 不 
能 发 生 重 组 。 相 反 ，chi 位 点 后 的 DNA 序列 遇 到 RecBCD 后 ， 保 留 着 待 重组 的 单 链 形 
式 ， 并 特异 性 地 与 RecA 结合 。 


0 3 10 15 20 kb 


供 体 DNA 
(线性 ) 


相对 重组 频率 。 25x| | | | 3x 


图 10-7 chi 位 点 的 极 性 。 本 图 显示 了 一 个 chi 位 点 能 特异 性 提高 chi 位 点 及 其 远 处 序列 的 重组 频率 。 示 例 是 一 
个 经 转 导 或 接合 进入 细胞 内 的 线性 DNA 和 细菌 DNA 发 生 的 交换 事件 。 实 际 参 与 的 DNA 序列 可 能 更 长 。 例 如 ， 
噬菌体 转 导 经 常 传递 约 80kb 的 DNA 片段 。 大 肠 杆菌 染色 体 的 长 度 约 为 5Mb。 


chi 位 点 控制 RecBCD 核酸 酶 活性 的 能 力 使 之 可 帮助 细菌 细胞 免 受 通过 叭 菌 体 介 导 
或 接合 的 外 源 DNA 的 人 侵 。8 个 核 苷 酸 的 chi 序列 “CGTGGTGG) 在 大 上 肠 杆菌 基因 组 
中 出 现 的 概率 极 高 。 据 预测 ， 大 上 肠 杆 菌 基因 组 上 每 65kb 才 有 一 个 ， 总 共 80 个 chi 位 
Kis 实际 上 ， 大 肠 杆菌 染色 体 序列 共有 1009 个 chi 位 点 。 由 于 chi 过 多 出 现 ， 大 肠 杆菌 
DNA 进入 大 肠 杆 菌 细胞 时 易 被 RecBCD 加 工 ， 产 生 3' 端 单 链 DNA， 因 此 被 激活 以 引发 
EH., RZ, KAFA—RY DNA (大 肠 杆菌 chi 位 点 未 过 多 出 现 ) 没有 过 多 的 chi 位 
点 。RecBCD 作用 于 此 DNA 后 ， 将 导致 其 被 过 度 降解 ， 而 并 非 被 激活 后 而 用 于 重组 。 
| 综 而 言 之 ，RecBCD 的 DNA 降解 活性 有 多 种 后 果 。 这 种 降解 功能 对 于 处 理 DNA 
Writ» EZE RecA 组 装 及 链 侵 入 是 必需 的 。 在 此 情况 下 ，RecBCD 促进 重组 。 但 是 ， 
RecBCD 通过 降解 DNA 来 激活 重组 ， 所 以 整个 同 源 重组 的 过 程 中 也 必须 有 DNA 合成 
以 使 被 降解 的 DNA 链 再 生 。 此 外 ，RecBCD 的 功能 有 时 候 仅仅 是 降解 DNA 一 一 正如 降 
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解 缺 少 chi 位 点 的 外 源 DNA 一 样 。 这 时 ，RecBCD 可 保护 细胞 免 受 引进 外 源 序 列 (可 
能 牢 有 了 叭 落体 或 其 他 有 害 成 分 ) 可 能 造成 的 损害 。 


RecA 和 蛋白 在 单 链 DNA 上 组 装 并 促进 链 侵 入 


RecA 重 日 是 参与 同 源 重 组 的 关键 蛋白 质 ， 是 “ 链 交换 蛋白 ” (strand-exchange 
protein) 酶 家 族 的 基本 成 员 ， 这 些 和 蛋白 质 催化 同 源 DNA 分 子 的 配对 。 配 对 过 程 涉及 寻 
找 两 个 分 子 间 相配 的 序列 和 在 两 个 分 子 间 产生 供 配 对 的 区 域 。 

RecA EAH DNA 配对 和 链 交 换 的 活性 的 作用 可 以 通过 使 用 简单 的 DNA 底 物 进 
行 体外 实验 而 观察 。 图 10-8 列举 了 DNA 配对 和 链 交 换 的 过 程 ， 以 展示 RecA 的 生化 活 
性 。 这 些 DNA 分 子 的 重要 特性 是 : O 两 条 DNA 分 子 序列 互补 ; O 至 少 其 中 一 个 分 子 
上 有 使 RecA 能 够 组 装 的 单 链 DNA 区 ; © 在 互补 区 内 存在 一 个 DNA 末端 ， 使 新 形成 


的 双 螺 旋 中 的 DNA 链 相 互 缠绕 。 
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图 10-8 RecA 链 交 换 的 底 物 。 注 意 a 和 c 上 的 括 弧 显示 一 条 DNA 链 上 的 缺口 的 位 置 。 


具有 活性 的 RecA 是 一 种 蛋白 质 DNA 纤 丝 (图 10-9) 。 与 多 数 涉 及 分 子 生 物 学 的 以 
小 有 旦 离散 的 重 白 单位 行使 功能 (如 单 体 、 双 体 、 六 聚 体 等 ) 的 蛋白 质 不 同 ，RecA 蛋白 
丝 则 非常 大 ， 且 大 小 不 一 ， 通 常 包括 约 100 个 RecA 亚 基 与 300 ZERA DNA, Re- 
cA 重 日 丝 可 以 容纳 1 条、2 条 、3 条 其 至 4 条 DNA 链 。 下 面 将 会 看 到 ， 有 1 条 或 3 条 
DNA 的 RecA 重 日 丝 在 重组 中 间 体 中 更 为 常见 。 

此 丝 状 结构 中 的 DNA 与 没有 和 蛋白质 结合 的 单 链 DNA 或 标准 的 B-DNA 螺旋 相 比 高 
度 延 伸 ， 其 平均 相 邻 碱 基 间 距 为 5A， 而 不 是 常见 的 3.4A (第 6 章 )。 所 以 ， 当 DNA 
和 RecA 和 蛋白 结合 后 ，DNA 分 子 长 度 增长 至 原来 的 1.5 售 (图 10-9a)。 和 寻找 同 源 DNA 
序列 和 DNA 链 交 换 就 是 在 这 种 RecA 蛋白 丝 内 进行 的 。 

RecA 和 集 日 的 亚 基 互助 地 结合 到 DNA 上 形成 蛋白 丝 。RecA 结合 与 组 装 到 单 链 
DNA 上 的 速度 远 快 于 组 装 到 双 链 DNA 上 的 速度 ， 从 而 解释 了 为 什么 需要 单 链 DNA 区 
段 作为 链 交 换 的 底 物 。 和 蛋白 丝 通过 加 入 RecA 亚 基 沿 5 一 3' 方 向 延长 ， 这 意味 着 以 3' 端 
结尾 的 DNA 链 更 易 被 RecA 蛋白 包裹 (图 10-10) 。 请 注意 ， 在 重组 的 双 链 断裂 修复 模 
式 中 ， 正 是 这 种 构 型 的 DNA 分 子 参与 了 链 侵 和 。 
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图 1059 RecA 蛋白 丝 的 三 个 视图 。a， 电 镜 图 
下 ， 全 部 或 部 分 被 RecA 蛋白 包 庄 的 环 状 
DNA。 图 中 有 一 个 未 被 RecA A AM DNA 
分 子 ， 可 以 看 出 结合 RecA 后 ，DNA 变 长 。 
CK UR: Stasiak A. and Egelman E. H. 1988. 
Genetic Recombination. ed. R. Kucherlapati and 
G. Smith, pp. 265-307. Fig. 3., ASM press. 
3.) b， 绽 合 多 张 电镜 照片 生成 的 蛋白 丝 的 高 
分 辩 率 照片 。 图 中 左 侧 是 大 肠 杆菌 的 RecA, 
右 侧 是 酵母 的 链 交 换 相 关 和 蛋白 质 Rad51。 (来 
W: Edward Egelman, University of Virginia. ) 
c 和 射线 晶体 衍射 生成 的 高 分 辩 率 照片 。 图 
未 从 上 往 下 看 一 周 螺旋 丝 。 单 个 亚 基 标 上 了 颜 
色 ， 红 色 亚 基 靠 近 观 察 者 。 (Story R. M. and 
Steitz T. A. 1992. Nature 355: 318.) 镜像 图 
用 BobScript, MolScript 和 Raster 3D 制作 。 
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10-10 RecA 组 装 的 方向 性 。 请 注意 ， 新 的 RecA WH DNA 3 侧 结合 到 纤 丝 的 速度 远 快 于 结合 到 其 5' 侧 的 
速度 。 因 为 此 组 装 的 方向 性 ，3' 延 长 的 单 链 DNA 分 子 更 易于 被 RecA EB; 相反 ，5 延长 的 单 链 DNA 难于 成 
为 蛋白 丝 组 装 的 底 物 。 


在 RecA 蛋白 丝 里 建立 新 的 配对 DNA 


RecA 催化 的 链 交 换 过 程 可 以 分 成 不 同 的 反应 阶段 。 首 先 ，RecA 纤 丝 必须 组 装 在 
其 中 一 个 参与 的 DNA 分 子 上 ,组 装 发 生 在 具有 单 链 DNA 区 域 (如 单 链 DNA AR ita) 
的 DNA 分 子 上 。 这 个 RecA- 单 链 DNA 复合 体 是 参 于 寻找 同 源 序列 的 活性 形态 . 在 这 
个 过 程 中 ，RecA 必须 “寻找 ”和 和 蛋白 丝 内 的 DNA 和 一 新 的 DNA 分 子 之 间 的 碱 基 互 
Rb 

RecA 可 促进 寻找 同 源 序列 ， 这 是 因为 蛋白 丝 结构 具有 两 个 不 同 的 DNA 结合 部 位 ， 
主要 位 点 (结合 第 一 个 DNA 分 子 ) 与 次 要 位 点 (图 10-11)。 次 要 位 点 可 被 双 链 DNA 
占据 。 与 次 要 位 点 的 结合 具有 迅速 、 微 弱 且 短暂 的 特性 ， 但 更 重要 的 是 此 结合 与 DNA 
序列 无 关 。 因 此 ，RecA 蛋白 丝 可 以 结合 并 快速 筛选 很 长 的 DNA 以 寻找 序列 同 源 区 ， 

RecA 重 日 丝 如 何 检测 同 源 序列 的 详细 机 制 尚 不 清楚 。 结 合 在 次 要 位 点 的 DNA 31 
时 锌 解 链 并 和 在 主要 位 点 的 单 链 DNA 做 同 源 性 比 对 。 这 种 “检验 ”被 认为 是 通过 碱 基 
互补 配对 作用 进行 的 虽然 检验 初期 并 不 破坏 位 于 次 要 位 点 双 链 DNA 的 整体 碱 基 对 结 
构 。 文 持 这 种 理论 的 实验 显示 起 初 的 配对 可 能 涉及 双 螺 旋 数 个 碱 基 的 弹出 ( 见 第 9 章 的 
DNA 修复 过 程 中 碱 基 弹 出 的 讨论 ) 。 体 外 实验 显示 ， 仅 15 个 碱 基 的 序列 配对 就 可 以 做 
为 RecA 蛋白 丝 发 现 同 源 区 域 的 信和 号， 从 而 启动 链 交 换 。 

当 一 个 碱 基 互 补 的 区 域 被 定位 后 ，RecA 促进 这 两 个 DNA 分 子 形成 一 个 稳定 的 复 
合体 。 这 个 与 RecA 结合 的 三 链 结构 被 称 为 连接 分 子 (joint molecule), 通常 含有 数 百 
个 碱 基 对 的 杂 合 DNA， 实 际 的 链 交换 就 发 生 在 连接 分 子 内 。 在 主要 位 点 上 的 DNA 链 
可 与 在 次 要 位 点 上 的 双 链 DNA 形成 碱 基 配 对 ， 链 交换 需要 断 开 链 之 间 的 一 对 碱 基 对 ， 
然后 形成 一 组 新 的 同样 的 互补 碱 基 对 。 完 成 链 交 换 的 同时 ， 也 要 求 新 配对 的 碱 基 链 相互 
MSE, JERE WR HE. RecA 倾向 于 结合 到 链 交 换 后 的 DNA 产物 上 ， 正 是 此 结合 
能 量 实际 驱动 交换 反应 ， 进 而 形成 新 的 DNA ΗΛΙ. 
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图 10-11 在 RecA 蛋白 丝 内 寻找 同 源 区 和 DNA 链 交 换 的 两 步 模型 。 如 图 
10-8c, 此 RecA 重 日 丝 从 上 往 下 视 ， 新 引信 的 DNA 双 链 以 蓝 色 表 示 。 ORG: 
Howard-Flanders et al. 1984. Nature 309: 215-220. ) 


所 有 的 生物 都 有 了 RecA 同 源 物 


所 有 的 生命 都 有 RecA 家 族 的 链 交 换 蛋 白质 。 研 究 得 最 详细 的 是 真 细 菌 的 RecA . 古 
细菌 的 RadA、 真 核 生物 的 Rad51 和 Dmcl, KRAI T4 的 UvsX 和 蛋白。 这 些 蛋 白质 可 
形成 与 RecA 类 似 (图 10-12) 的 蛋白 丝 ， 并 以 类 似 的 方式 行使 相似 的 功能 (虽然 这 些 
集 日 质 的 部 分 功能 因 它 们 特殊 的 细胞 学 角色 和 反应 对 象 而 发 生 了 特 化 )。 我 们 将 在 下 面 
讲述 Rad51 和 Dmcl 在 真 核 生物 细胞 重组 中 的 功能 。 
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图 10-12 三 类 生物 中 类 似 RecA 的 蛋白 质 。 图 中 显示 a AX Rad51; b. 大 肠 杆 菌 RecA; c Archaeoglobus. 
fulgidus RadA 3 种 核 重 日 丝 。Rad51 和 RecA 蛋白 已 在 图 10-8 中 出 现 过 。 请 注意 电镜 图 片 中 的 局 部 放大 图 揭示 
WEARI. Cki: West S.C. et al. Ναι. Rev. Mol. Cell Biol. 4: 435-445. © Macmillan. 图 像 
由 A. Stasiak, University of Lausanne, Switzerland. ΤΗΕ 


RuvAB 复合 体 特异 性 地 识别 Holliday 联结 体 并 促进 分 支 移 位 


当 重 组 的 链 侵入 步骤 完成 后 ， 两 个 重组 的 DNA 分 子 被 一 个 DNA 分 支 连接 起 来 ， 
称 为 Holliday 联结 体 〈 见 前 面 所 述 ) 。 分 支点 的 移动 需要 两 个 同 源 DNA 双 螺 旋 交 换 碱 
基 对 ， 细 胞 编码 的 一 些 蛋 白质 可 大 幅 提 高 分 支 移 位 速率 。 

RuvA 和 焦 日 是 一 个 特异 性 结合 Holliday 联结 体 的 DNA 结合 蛋白 ， 它 可 识别 DNA 
联结 体 的 结构 ， 而 不 考虑 相应 的 DNA 特异 性 序列 〈 见 图 10-2)。RuvA 蛋白 识别 并 结合 
到 Holliday 联结 体 上 ， 并 促使 RuvB 蛋白 结合 到 这 个 位 点 上 。RuvB 是 一 个 六 聚 体 ATP 
酶 ， 类 似 DNA 复制 过 程 中 的 六 聚 体 解 旋 酶 〈 见 第 8 BE). RuvB ΑΤΡ 酶 提供 能 量 ， 以 
促进 碱 基 对 交换 ， 从 而 移动 DNA 分 支 这 种 能 量 可 以 快速 地 在 一 个 方向 上 移动 DNA 分 
文 。 一 个 Holliday 联结 体 上 的 RuvAB 复合 体 的 结构 模型 (图 10-13) 展示 出 一 个 四 聚 
YS RuvA 蛋白 和 两 个 六 聚 体 RuvB 蛋白 如 何 同时 促进 DNA 链 交换 的 过 程 。 


RuvC Bit Holliday 联结 体 的 特定 DNA 链 从 而 结束 重组 


箔 束 重组 需要 拆 分 两 条 重组 的 DNA 分 子 间 的 Holliday 联结 体 (或 多 个 联结 体 )， 
FEAR BP, RuvC 是 拆 分 Holliday 联结 体 的 主要 核酸 内 切 酶 。 正 是 因 RuvC 能 前 切 Re- 
cA 在 体外 实验 中 形成 的 DNA 联结 体 而 被 发 现 并 得 到 纯化 。 遗 传 学 证 据 显 示 它 的 功能 
和 RuvA 和 RuvB 相 呼 应 。 

RuvC 引起 的 拆 分 经 识别 Holliday 联结 体 ( 可 能 以 RuvA 和 RuvB 的 复合 体形 式 存 
FE) 后 ， 特 异地 两 条 同一 方向 的 同 源 DNA 链 打开 缺口 。 此 前 切 形成 了 5' 端 磷酸 基 团 末 
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图 10-13 ”高 分 辨 率 RuvA 结构 图 和 RuvAB 复合 体 与 Holliday 联结 体 结合 的 模式 图 。a。RuvA 四 聚 体 的 晶体 结构 
显示 该 蛋 昌 具有 4 重 对 称 性 。(Ariyoshi M. et al. 2000. Proc. Natl. Acad. Sci. 97. 8257-8262. ) 镜像 图 使 用 
Bobscript, Molscript 和 Raster 3D 制作 。b. 有 两 个 RuvB 六 聚 体 的 晶体 模式 图 ， 请 注意 ， 一 个 RuvA 四 聚 体 是 
如 何以 4 重 对 称 的 形态 结合 到 联结 体 上 的 。 两 个 RuvB 六 聚 体 结合 在 RuvA 对 称 的 两 人 出， 并 起 到 驱动 器 的 功能 ， 
以 驱使 DNA 通过 联结 体 。RuvB 六 聚 体 以 截面 图 表示 ， 以 显现 穿 过 这 些 复 合体 的 DNA 链 。 (以 Yamada K. et 
al. 2002. Mol. Cell 10: 671-681, Fig. 4 重 绘 . ) 


端 和 3 -OH 末端 ， 这 些 末 端 可 以 直接 被 DNA 连接 酶 接 上 。 依 据 哪 一 对 DNA 链 被 RuvC 
前 切 ， 连 接 后 的 重组 产物 可 以 是 剪接 (交换 ) 或 是 补丁 (未 交换 ) 的 类 型 。 图 10-14 E 
ην Γ RuvC 的 结构 及 其 如 何 与 DNA 联结 体 相互 作用 的 模式 图 。 

ISE RuvC 徘 识别 结构 而 非特 定 序列 以 行使 其 功能 ， 但 RuvC 前 切 DNA 还 是 有 一 
定 程 度 的 序列 特异 性 。 前 切 只 发 生 在 与 5'A/T-T-T-G/C 符合 的 一 致 性 序列 的 位 点 ， 在 
这 段 序列 的 第 二 个 工 后 面 剪 切 。DNA 中 这 些 一 致 性 序列 较 多 ,平均 每 64 ZERA 
会 有 一 个 。 这 种 一 定 程度 的 序列 特异 性 可 保证 在 联结 体 拆 分 前 至 少 有 一 些 分 支 移 位 发 
生 。 没 有 这 种 序列 选择 性 ，Holliday 联结 体 可 能 刚 产 生 就 被 RuvC 前 切 ， 从 而 限制 了 参 
与 链 交 换 的 DNA 区 域 。 


真 核 细胞 的 同 源 重组 


真 核 细 胞 的 同 源 重组 具有 额外 的 功能 


如 前 述 ， 在 细菌 中 ， 修 复 DNA 的 双 链 断裂 需要 同 源 重组 。 重 新 启动 损坏 的 复 
制 义 和 人 允许 染色 体 DNA 与 以 噬菌体 感染 或 接合 的 形式 进入 细胞 的 DNA 发 生 重组 。 
同样 地 ， 在 真 核 细胞 中 同 源 重组 也 是 DNA 修复 和 启动 受 损 复 制 叉 所 需要 的 。 这 种 
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10-14 高 分 辩 率 的 RuvC 拆 分 酶 结构 图 和 与 Holliday 联结 体 结合 的 RuvC 二 聚 体 的 模式 图 。a。RuvC 蛋白 的 
蝇 体 结构 。 (Ariyoshi M., et al. 1994, Cell 78. 1063-1072. ) 图 像 使 用 BobScript. MolScript 和 Raster 3D 制 
fF. b. 一 个 RuvC 二 聚 体 结合 到 Holliday 联结 体 上 的 模式 图 。 请 注意 在 该 图 中 ， 一 个 RuvC 二 聚 体 是 如 何 与 
Holliday 联结 体 结 合 ， 并 在 两 条 相同 的 DNA 链 上 引入 对 称 的 缺口 。 (HUF: Rafferty J. B. et al. 1996. Science 
274: 416-421, Fig. 1b, © AAAS, 许可 ) 


对 同 源 重 组 的 需要 可 由 具 重 组 蛋白 缺陷 的 细胞 对 DNA 破坏 剂 (特别 是 破坏 DNA 
链 的 试剂 ) 非常 敏感 所 证 实 。 此 外 ， 具 有 干扰 同 源 重 组 突变 的 动物 较 倾 向 于 患 某 种 
特定 类 型 的 癌症 。 

人 然而， 在 我 们 下 面 的 讨论 中 可 看 到 ， 同 源 重组 在 真 核 生物 中 发 挥 着 另外 的 重要 作 
用 。 尤 其 是 在 减 数 分 裂 的 过 程 中 ， 同 源 重组 显得 更 为 重要 。 在 减 数 分 裂 过程 中 ， 同 源 重 
组 确保 染色 体 正确 配对 ， 从 而 保持 基因 组 的 完整 性 。 这 种 重组 可 以 使 亲本 染色 体 之 间 的 
基因 发 生 重组 ， 确 保 每 套 基因 的 多 态 性 能 够 传 给 子 代 。 


同 源 重 组 保证 减 数 分 裂 中 染色 体 的 分 离 


正如 第 7 章 所 述 ， 减 数 分 裂 有 两 轮 核 分 裂 ， 减 少 正常 双 倍 体 细胞 (2N) 的 DNA 5 
Β (2N)， 成 为 配子 的 DNA 含量 ὯΝ), 。 图 10-15 显示 了 在 两 轮 分 裂 中 染色 体 是 怎样 分 
本 的 。 分 离 前 ， 细 胞 中 的 每 个 染色 体 都 有 两 个 拷贝 ( 同 源 染 色 体 )， 分 别 得 自 父 母 双方 。 
在 S 期 , 这些 染 色 体 进行 复制 从 而 获得 了 DNA 四 倍 体 (4N) (图 10-16)。 复制 的 产 
物 一 姐妹 染色 单 体 聚 在 一 起 。 这 时 ， 准 备 进 行 第 一 次 核 分 裂 ， 这 些 复制 了 的 同 源 染 色 
体 必 须 进行 配对 ， 并 且 排 列 在 细胞 的 中 心 。 正 是 这 种 同 源 染 色 体 的 配对 需要 同 源 重 组 
(图 10-15)。 这 些 事件 皆 需 精 细 的 时 间 安 排 。 重 组 必须 在 第 一 次 核 分 离 前 完成 ， 从 而 使 
同 源 染 色 体 正确 地 排列 然后 分 开 。 在 这 个 过 程 中 ， 姐 妹 染 色 单 体 保持 配对 (图 10:16. 
图 7-16)。 在 第 二 次 核 分 裂 中 ， 姐 妹 染 色 单 体 才 分 开 。 这 种 分 裂 产生 4 个 配子 ， 每 一 个 
部 具有 每 条 染色 体 的 一 个 拷贝 (ΙΝ 的 DNA 含量 ) 。 
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10-15 减 数 分 裂 的 DNA 动态 过 程 。 为 了 易于 理解 ， 该 图 只 显 图 10-16 同 源 染 色 单 体 之 间 减 数 分 裂 重组 。 
ο 示 一 对 同 源 染色 体 。 红 色 和 蓝 色 分 别 显 示 经 过 一 轮 DNA 复制 以 ” 示 已 复制 的 双 链 DNA 分 子 即 染 色 单 体 ， 配 对 
后 的 两 个 同 源 染 色 体 。 同 源 重组 是 同 源 染 色 体 配对 以 准备 第 一 轮 ”的 称 为 姐妹 染色 单 体 ， 发 生 在 非 姐 妹 染 色 单 
核 分 裂 所 必需 的 。 这 类 重组 也 可 以 引起 交换 ， 如 本 图 中 所 显示 的 ” 体 对 之 间 的 重组 是 由 Dmcl 介 导 的 。 CA 
A 与 B 基因 之 间 。 10-19) 


如 果 没 有 和 重组， 染色体 通常 无 法 在 第 一 次 减 数 分 裂 过 程 中 正确 地 排列 ， 从 而 极 
多 引起 染色 体 的 丢失 。 染 色 体 的 不 恰当 分 离 ， 被 称 之 为 不 分 离 (non disjunction) , 
会 吐 致 大 量 配 子 没有 正确 的 染色 体 组 成 。 具 有 过 多 或 过 少 染 色 体 数量 的 配子 在 受精 
后 都 不 能 正常 发 育 ， 因 而 ， 失 败 的 同 源 重组 往往 表现 于 低 生 殖 能 力 。 这 种 在 减 数 分 
裂 过 程 中 发 生 的 同 源 重 组 被 称 为 减 数 分 裂 重 组 (meiotic recombination) 。 

减 数 分 寞 重组 也 常常 引起 两 个 同 源 亲 代 染 色 体 间 基 因 的 交换 ， 这 种 遗传 交换 (如 
图 10-16 显示 的 那样 ) 可 以 用 细胞 学 方法 观察 到 (图 10-17， 左 侧 图 示 )。 一 个 重要 的 
结果 是 亲本 DNA 分 子 上 的 等 位 基因 在 下 一 代 发 生 了 重新 分 配 。 
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图 10-17 ”交换 的 细胞 学 图 示 。 仓 鼠 组 织 培养 细胞 中 直接 观察 到 的 染色 单 体 相互 交换 。 经 过 Giema 染色 的 
染色 体 ，DNA 双 链 中 胸腺 喀 啶 均 被 省 脱氧 尿 苷 替代 并 被 染 浅 色 ， 如 果 只 有 一 条 链 被 替代 ， 则 呈 深 色 。 经 
过 两 个 世代 生长 于 洗 脱 氧 鸟 苷 中 ， 经 复制 的 新 的 染色 单 体 仅 有 一 条 链 被 替代 ， 而 另 一 姐妹 染色 单 体 则 双 
链 均 被 替代 。 如 此 ， 姐 妹 染 色 单 体 就 可 以 区 分 。 交 换 则 可 以 很 容易 的 以 浅 深交 替 带 而 显现 出 来 〈( 左 侧 )。 
同样 ， 如 有 果 用 DNA 破坏 试剂 处 理 正 处 于 有 丝 分 裂 的 细胞 ， 也 能 看 到 相间 的 重组 染色 体 〈 右 侧 ) 。 (Shel- 
don Wolff and Jody Bodycote 惠 赠 ) 


减 数 分 裂 中 程序 化 生成 的 DNA 双 链 断裂 

细胞 成 功 地 完成 减 数 分 裂 所 需要 的 发 育 程序 包括 启动 很 多 一 般 生 长 过 程 中 所 不 需要 
的 基因 表达 。 其 中 的 一 个 就 是 SPOII ， 该 基因 编码 一 个 蛋白 质 ， 可 引入 染色 体 DNA 的 
双 链 断裂 进而 启动 减 数 分 裂 重组 。 

Spoll 和 集 日 可 以 在 很 多 染色 体位 置 上 切断 DNA， 它 对 序列 没什么 选择 性 ， 但 却 必 
须发 生 在 减 数 分 裂 的 一 特定 时 期 。Spoll 参与 的 DNA 切割 正好 发 生 在 已 复制 的 同 源 染 
色 体 开始 进行 配对 的 时 候 。Spoll 切割 的 位 置 尽管 普遍 ， 但 这 些 切 市 位 点 并 非 随机 地 分 
MIE DNA 上 ， 相 反 ， 它 们 多 分 布 在 核 小 体 包 装 朴 松 的 染色 体 区 域 ， 如 控制 基因 转录 的 
AAFKE OLE 7 章 和 第 17 BE). DNA 出 现 较 高 概率 的 双 链 断裂 区 域 ， 也 会 发 生 高 
频率 的 重组 。 如 此 ， 常 被 Spoll 切割 的 DNA 位 点 ， 如 chi 位 点 ， 也 是 重组 的 热点 。 

DNA 断裂 的 机 制 如 下 : Spoll 蛋白 中 一 个 特异 的 酷 氨 酸 侧 链 可 攻击 磷酸 二 酯 骨架 ， 
从 而 切断 DNA， 并 在 蛋白 质 与 受 损 的 DNA 链 间 生成 共 价 复合 物 (图 10-18). Spoll 的 
两 个 亚 基 在 两 个 DNA 链 的 相差 两 个 核 苷 酸 处 切 开 ， 形 成 一 个 交错 的 双 链 断裂 。Spol1 
“j DNA 拓扑 异 构 酶 及 位 点 特异 性 重组 酶 具有 同样 的 DNA 前 切 机 制 〈 见 第 6 章 和 第 11 
草 ) 。 实 际 上 ， 和 有 蛋白质 序 列 比 较 显 示 Spoll 和 这 些 酶 都 有 一 定 的 同 源 性 。 

Spoll 的 切割 涉及 一 个 蛋白 质 -DNA 共 价 复合 物 ， 这 导致 了 两 个 结果 。 其 一 ， 
Spoll 切割 处 5 端的 DNA 可 共 价 连接 该 酶 。 正 是 这 些 与 Spoll 相连 的 55DNA 端 形成 
了 单 链 DNA 尾 端的 起 始点 ， 这 种 尾 端 可 引起 类 似 RecA 的 蛋白 质 的 组 装 ， 并 启动 DNA 
链 侵入 《〈 如 下 文 所 述 ) 。 第 二 ， 被 切断 的 DNA 磷酸 二 酯 键 的 能 量 储存 在 蛋白 质 -DNA 的 
连接 中 ， 这 样 DNA 链 能 通过 切割 反应 简单 逆转 (化 学 机 制 见 图 11-5) 而 被 重 接 。 这 种 
重 接 发 生 在 细胞 接 到 停止 减 数 分 裂 的 信息 之 后 。 
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10-18 Spoll 的 切割 机 制 。Spoll 蛋白 中 酷 氨 酸 的 一 OH 基 团 对 DNA 进行 攻击 ， 生 成 一 个 蛋白 
质 -DNA 共 价 连接 。Spoll 的 两 个 亚 基 是 生成 双 链 DNA 断裂 所 必需 的 ， 一 个 亚 基 攻击 其 中 一 条 
DNA 链 。 注 意 ， 由 于 这 样 的 切割 机 制 ，DSB 能 够 通过 切割 反应 的 简单 逆转 而 重 接 。 


MRX 蛋白 作用 于 被 切 开 的 DNA 末端 ， 以 组 装 类 RecA Wt RHE A 


Spoll 催化 的 DNA 双 链 断裂 生成 单 链 区 域 ， 该 区 域 用 于 组 装 类 RecA 的 链 交换 蛋 
日 。 如 细菌 中 观察 的 RecBCD 路 径 ， 这 个 处 理 过 程 产生 了 很 长 的 3' 端 单 链 DNA 片段 
(图 10-19) 。 在 减 数 分 裂 重组 中 ，MRX 酶 复合 物 负 责 催 化 该 DNA 处 理 过 程 。MRX 酶 
复合 物 尽管 与 RecBCD 不 同 源 ， 但 也 是 一 个 多 亚 基 的 DNA 核酸 酶 。MRX 酶 复合 物 是 
由 Mrell, Rad50 和 Xrs2 三 个 亚 基 组 成 ， 并 以 三 个 亚 基 的 首 字 母 命名 。 

断裂 处 的 DNA 处 理 完 全 作用 于 5 端的 DNA 链 上 ， 即 与 Spoll 蛋白 共 价 结合 的 
DNA 链 (如 前 述 )。3' 端 的 DNA 链 不 被 降解 ， 所 以 此 DNA 处 理 反应 称 之 为 5'~>3/ 端 
切除 。MRX 正 是 通过 5 一 3 的 反应 ， 从 而 生成 长 具 3' 端 的 单 链 DNA， 通 常 可 达 1kb 或 
ERK. MRX 酶 复合 物 还 被 认为 能 去 除 与 DNA 相连 的 Spoll. 
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10-19 减 数 分 裂 重组 的 途径 。 减 数 分裂 过 程 中 双 链 断裂 的 形成 需要 Spoll 和 MRX 复合 体 的 参与 。 观 察 
指出 ，DSB 的 形成 和 后 续 的 链 处 理 ， 通 常 是 由 多 种 蛋白 质 的 协调 作用 的 偶 联 而 完成 。MRX 蛋白 质 负 责 切 除 
断裂 位 点 的 5 端 DNA， 然 后 链 交换 蛋白 Dmcl 和 Rad51 组 装 到 单 链 DNA 尾 上 。 以 上 两 个 蛋白 质 都 参与 了 重 
组 ,但 还 不 清楚 它们 如 何 共同 作用 。 为 便于 理解 ， 本 图 中 显示 它们 正在 形成 独立 的 蛋白 丝 。( 经 Lichten M. 
2001. Curr Biol. 11; R253-R256，Fig. 2. Θ Elsevier， 许 可 重 绘 ) 


Dmcl 是 专 一 在 减 数 分 裂 重 组 中 行使 功能 的 类 RecA 蛋白 


真 核 生 物 编码 两 种 被 充分 阐明 的 、 与 细菌 RecA 蛋白 同 源 的 蛋白 质 ，Rad51 和 
Dmcl。 这 两 种 蛋白 质 都 在 减 数 分 裂 重 组 中 发 挥 作用 。 尽 管 Rad51 广泛 地 表达 在 进行 
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胞 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 的 细胞 中 ，Dmecl 则 仅 在 细胞 进入 减 数 分 裂 时 被 表达 。 

减 数 分 裂 中 的 链 交换 发 生 在 两 个 特定 类 型 的 同 源 DNA 之 间 。 减 数 分 裂 重组 发 生 在 每 
个 染色 体 都 有 4 套 完整 的 DNA 双 链 分 子 拷贝 ， 即 两 个 同 源 染 色 体 各 复制 生成 了 一 对 姐妹 
WERE (E 10-16)。 尽 管 两 个 同 源 染 色 体 具有 些 序列 的 微 差异 ， 携 带 不 同 的 基因 不 同 
的 等 位 基因 ， 但 这 4 套 染 色 体 中 的 大 部 分 DNA 序列 都 是 相同 的 。 有 趣 的 是 ， 依 赖 Dml 
的 重组 倾向 发 生 于 非 姐 妹 同 源 染 色 单 体 之 间 ， 而 不 是 姐妹 染色 单 体 之 间 (图 10-16)。 尽 管 
这 种 选择 机 制 的 机 制 目 前 还 不 知道 ， 但 有 其 清晰 的 生物 学 基础 : 减 数 分 裂 重 组 可 通过 促进 
辣 源 染色 体 间 的 交 联 ， 而 有 助 于 等 待 分 裂 的 同 源 染色 体 联 会 (alignment) . 


多 种 蛋白 质 共 同 促进 减 数 分 裂 重组 


如 前 述 ， 参 与 形成 双 链 断 裂 、 处 理 DNA 生成 3 端 结尾 的 单 链 DNA 和 参与 减 数 分 
神 午 组 过 程 中 的 链 交 换 等 关键 步 又 的 蛋白 质 已 被 发 现 并 定性 。 遗 传 实验 显示 很 多 其 他 的 
生日 质 也 参与 了 这 一 过 程 。 此 外 ， 有 很 多 蛋白 质 表 现 出 与 已 知 的 重组 酶 间 的 作用 ， 并 且 
它们 似乎 是 在 一 个 很 大 且 多 组 分 的 复合 体 中 行使 其 功能 。 这 些 大 型 蛋白 质 -DNA 复合 体 
乌 称 为 重组 工厂 〈recombiantion factory) ， 该 结构 可 在 细胞 中 观察 到 。 例 如 ， 图 10-20 
显示 在 减 数 分 裂 中 Rad51 和 Dmcl HEMER “IJ” E, 


Rad51 合并 的 影像 


图 10-20 ”在 细胞 减 数 分 裂 过 程 中 ，Rad51 和 Dmcl 蛋白 共同 定位 于 “重组 工厂 ”。 用 荣光 标记 Rad51 (88 
E) 和 Dmcl (红色 ) 抗体 ， 以 免疫 染色 法 检测 蛋白 质 。 两 种 蛋白 质 在 一 起 的 时 候 ， 合 并 的 影像 呈 黄 色 ， 
OKW: 经 Shinohara M. et al. 2000. Proc. Natl. Acad. Sci. 97: 10814-10819, Fig. 1A, © National 
Acodemy of Sciences 许可 使 用 ) 


还 有 很 多 其 他 种 类 的 蛋白 被 证 实 与 Rad51 共同 作用 以 促进 重组 和 双 链 DNA 断裂 的 
修复 。Rad52 是 另外 一 个 与 Rad51 相互 作用 的 必要 重组 蛋白 。Rad52 启动 Rad51 DNA 
AZZ (Rad51 的 活性 形态 ) 的 组 装 。Rad52 通过 对 RPA ( 真 核 细 胞 中 主要 的 单 链 
DNA HAEA) 的 拷 抗 作用 而 启动 Rad51 蛋白 丝 的 组 装 。 因 此 ，Rad52 与 已 知 大 肠 杆 
lal HY) RecBCD 绰 白 有 相似 的 活性 ，RecBCD 蛋白 可 帮助 RecA 结合 在 原本 被 SSB 所 结合 
的 单 链 DNA E. 

Rad52 和 焦 日 也 能 促进 互补 单 链 DNA 分 子 的 退火 和 碱 基 配 对 ， 这 种 活性 在 重组 起 始 
阶段 的 双 链 配对 反应 中 也 发 挥 着 重要 的 作用 。BRCA2 基因 的 产物 也 参与 Rad51 介 导 的 
双 链 断裂 修复 〈 见 框 10-2) 。 
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医学 链接 


通过 与 细菌 的 模拟 比较 ， 我 们 推测 真 核 细胞 也 编码 启动 重组 过 程 中 分 支 移 位 和 
Holliday 联结 体 拆 分 的 和 蛋白质。 事实 上 ， 具 有 启动 这 些 功 能 的 酶 已 经 被 发 现 了 。 例如， 
Rad51C (一 种 含有 类 Rad51 蛋白 的 复合 体 ) 和 另 一 种 蛋白 XRCC3 已 经 被 证 实 具 有 
Holliday 联结 体 拆 分 酶 的 活性 。 

如 我 们 所 看 到 的 ， 减 数 分 裂 重 组 可 使 同 源 染 色 体 联 会 ， 并 促进 它们 之 间 的 遗传 交 
换 。 这 些 重组 反应 通常 导致 亲本 染色 体 间 的 交换 。 然 而 ， 依 赖 重组 中 间 物 的 Holliday 
联结 体 的 拆 分 结果 ， 通 过 双 链 断裂 修复 途径 的 重组 也 能 够 产生 非 交 换 产 物 (πὶ, ΓΣ). 
这 些 事 件 可 为 成 功 的 减 数 分 裂 提 供 必需 的 染色 体 配对 ， 但 未 在 染色 体 遗 传 结构 上 留 下 可 
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检测 的 变化 。 

人 然而， 即便 是 非 交 换 重 组 也 会 产生 遗传 后 果 ， 如 导致 基因 转变 (gene conversion), 
基因 转变 发 生 在 当 一 个 基因 的 等 位 基因 丢失 并 被 其 他 等 位 基因 所 替代 之 时 。 关 于 基因 转 
变 是 如 何 发 生 在 有 丝 分 裂 生长 期 细胞 和 减 数 分 裂 细 胞 中 的 例子 ， 将 在 下 面 介绍 。 


交配 型 的 转换 


除了 促进 ΝΑ 配对 、DNA 修复 和 遗传 交换 外 ， 同 源 重组 还 能 够 改变 染色 体 特 定 
位 置 的 DNA 序列 。 这 种 类 型 的 重组 有 时 是 为 了 调控 基因 的 表达 。 例 如 ， 经 由 转换 不 同 
交配 型 基因 出 现在 该 生物 基因 组 中 可 被 表达 的 特定 位 置 上 ， 重 组 可 对 酿酒 酵母 的 交配 类 
型 进行 控制 。 

酿酒 酵母 是 种 单 细胞 真 核 生 物 ， 并 可 以 3 种 不 同 的 细胞 类 型 生存 ( 见 第 22 BE), πὲ 
条 酵母 的 单 倍 体 细 胞 有 两 种 交配 型 a 或 w。 当 a 和 a 细胞 相 接 近 时 ， 它 们 能 够 进行 融合 
( 即 交 配 〉 形 成 一 个 a/a 双 倍 体 细 胞 。 这 个 a/a 细胞 然后 可 以 经 过 减 数 分 裂 形成 两 个 单 
倍 体 a 细胞 和 两 个 单 倍 体 a 细胞 。 

交配 型 基因 编码 转录 调节 蛋白。 这 些 调节 和 蛋白 控制 靶 基 因 的 表达 ， 该 靶 基 因 的 产物 
决定 细胞 类 型 。 在 一 个 细胞 中 ， 可 表达 的 交配 型 基因 正 是 位 于 该 细胞 基因 交配 型 基因 座 
(mating-type locus, MATlocus) 上 的 基因 (图 10-21)。 这 样 ， 在 a 细胞 中 αἱ 基因 出 
现在 MAT 基因 座 上 ， 而 在 a 细胞 中 ，al Ma2 基因 出 现在 MAT 基因 座 上 。 在 双 倍 体 
细胞 中 ， 此 两 种 交配 型 控制 基因 都 会 表达 。 交 配 型 基因 所 编码 的 调节 蛋白 ， 一 起 与 其 他 
3 种 细胞 类 型 中 发 现 的 调节 和 蛋白 以 多 种 协同 方式 作用 ， 以 保证 在 不 同 细胞 类 型 中 被 正确 
表达 〈 见 第 17 ΞΕ), 

如 我 们 正在 讨论 的 ， 细 胞 能 够 通过 重组 转换 它们 的 交配 型 。 各 细胞 除了 a 或 a 基因 
存在 于 MAT 基因 座 上 上 以外， 另外 还 有 一 套 a 和 a 基因 存在 于 基因 组 的 其 他 位 置 (但 并 
不 表达 ) 。 这 些 额 外 的 沉默 拷贝 所 在 的 基因 座 称 之 为 HMR 和 HML (图 10-21). 


MAT HMR 
沉默 基因 座 表达 基因 座 沉默 基因 座 
Επ ο τα Fr (ane 


图 10-21 编码 交配 型 信息 的 遗传 基因 座 。 尽 管 3 号 染色 体 带 有 3 个 交配 型 基因 座 ， 但 是 只 有 在 MAT 基因 座 上 
的 基因 可 以 表达 。HML 编码 一 个 沉默 拷贝 的 基因， 而 HMR 编码 一 个 沉默 拷贝 的 a 基因 。 如 果 重 组 发 生 在 
ΜΑΤ 和 HML 位 置 上 ，a 细胞 就 会 转换 成 a 细胞。 如 果 重 组 发 生 在 MAT 和 HMR 位 置 上 ，a 细胞 转换 成 a 细 
胞 。( 来 源 : 经 Haber J. E. 1998. Annu. Rev. Genet. 32. 561-599, Fig. 3. © Annual Reviews 许可 修改 ) 
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所 以 ， 这 些 HMR 和 HML 基因 座 被 称 为 沉默 盒 〈silent cassettes)。 它 们 的 功能 是 
提供 一 个 遗传 信息 的 “储藏 室 "， 用 来 改变 细胞 交配 型 。 这 种 转换 需要 通过 同 源 重组 使 
遗传 信息 从 HM 基因 座 转 换 到 MAT BEB πε. 


特定 位 点 的 双 链 DNA 断裂 引发 交配 型 转换 


交配 型 转换 是 由 MAT 基因 座 的 双 链 断裂 引发 的 ， 这 个 反应 由 特异 的 DNA 切割 
酶 一 一 HO 内 切 核酸 酶 CHO endonuclease) K πι. HO 基因 的 表达 被 严格 地 控制 ， 
以 确保 转换 在 适当 时 候 发 生 。 这 个 调控 机 制 将 在 第 17 章 中 进行 介绍 。HO 是 一 种 序列 
特异 性 的 内 切 核 酸 酶 。 醇 母 染色 体 上 唯一 携带 HO 识别 序列 的 是 交配 型 基因 座 。 HO 在 
染色 体 上 切割 形成 一 个 黏 性 的 断裂 ， 与 Spoll 切割 相 比 ，HO 只 是 水 解 DNA, 并 不 与 
DNA 断裂 处 共 价 相连 。 

HO 3 引起 的 断裂 ， 其 5 一 3 的 DNA 切除 反应 与 减 数 分 裂 重 组 的 机 制 一 样 。 所 以 ， 
切除 依赖 于 MRX 蛋白 复合 体 ， 并 对 带 5' 端 的 DNA 链 具有 特异 性 ， 而 带 3' 端 DNA 链 
保持 稳定 ， 而 不 被 核酸 酶 消化 。 一 旦 生成 长 的 3' 单 链 DNA 尾巴 ， 它们 就 被 Rad51 和 
Rad52 KHER (和 其 他 帮助 组 装 重组 蛋白 -DNA 复合 体 的 蛋白 质 )。 这 些 被 Rad51 Ε 
HER DNA 链 寻 找 同 源 染 色 体 区 域 以 启动 链 的 侵入 和 遗传 交换 。 

交配 型 的 转换 是 单 向 性 的 ， 即 序列 信息 (尽管 并 不 是 真正 的 DNA HB) 从 HMR 
和 HML “移动 ”到 MAT 基因 座 ， 但 是 绝对 不 会 从 反方 向 进行 。 这 样 ， 在 重组 过 程 中 ， 
BELAY MAT 基因 座 总 是 接受 者 ， 而 HMR 和 HML 基因 座 在 整个 重组 过 程 中 是 不 变 
的 。 这 种 方向 性 源 于 HO 内 切 核酸 酶 不 能 切割 其 在 HML 和 HMR 基因 座 上 的 识别 序 
列 ， 因 为 此 区 域 的 染色 质 结 构 使 得 酶 无 法 接近 这 些 位 点 。 

由 Rad51 ARM MAT 基因 座 的 3' 单 链 DNA 未 端 可 “选择 ”EMR 或 ΗΜΙ, 基因 座 
的 DNA 进行 链 侵 入 。 如 果 MAT 基因 座 的 DNA 序列 是 a, 则 侵入 会 发 和 后 在 有 α 序列 的 
“储备 ”拷贝 的 HMLR; 反之 ， 如 果 MAT 带 有 a 基因 ， 则 侵入 会 发 生 在 储备 有 a 序列 的 
HMKR。 草 组 之 后 ， 被 选择 的 HM 基因 座 的 信息 也 出 现在 MAT 基因 座 。 这 种 遗传 改变 不 是 
从 MAT 到 HR 基因 座 的 信息 相互 交换 。 这 种 非 交 互 的 重组 事件 是 基因 转变 的 一 个 特例 。 


交配 型 转换 是 一 种 基因 转变 事件 ， 与 交换 无 关 


AE DSB 修复 途径 可 以 解释 交配 型 转换 的 重组 机 制 ， 但 是 大 量 的 证 据 显 示 ， 在 链 
侵入 步骤 之 后 ， 此 重组 途径 不 同 于 DSB 修复 机 制 。 其 中 一 个 提示 是 在 交配 型 转换 的 过 
程 中 从 未 发 现 属于 交换 的 重组 产物 。 回 顾 在 DSB 修复 途径 中 ， 产 生 两 种 Holliday 联结 
体 中 间 型 的 拆 分 产物 ， 剪接 (交换 产物 ) 和 补丁 〈 非 交换 产物 ) (图 10-3). 根据 DSB 
修复 模式 ， 这 两 种 产物 发 生 的 概率 相似 ， 但 是 ， 在 交配 型 转换 中 从 未 观察 到 有 交换 产物 
仔 在 。 所 以 ， 无 Holliday 联结 体 中 间 体 的 重组 模型 更 适 于 解释 交配 型 转换 ， 

为 解释 没有 发 生 交 换 事 件 的 基因 转变 的 机 制 ， 提 出 了 一 种 新 的 重组 模型 ， 称 之 为 依赖 
合成 的 链 退 火 (synthesis-dependent strand annealing, SDSA), FA 10-22 显示 在 这 种 机 制 
下 ， 如 何 发 生 交配 型 转换 。 如 上 所 述 ， 首 先 在 重组 位 点 引入 DSB (图 10-22a)， 经 过 链 侵 
入 之 后 (图 10-22b)， 侵 入 的 3 端 作为 引物 启动 新 的 DNA 合成 (图 10-22c. d). 值得 注意 
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的 是 ， 与 DSB 修复 途径 所 不 同 的 是 ， 一 个 完整 的 复制 又 在 该 处 形成 。 前 导 链 和 后 随 链 可 
同时 进行 DNA 复制 ,但 是 与 平常 的 DNA 复制 不 同 ， 新 合成 的 链 自 模板 上 置换 下 来 ， 其 
结 末 是 新 的 双 链 DNA 片段 被 合成 ， 再 连接 到 最 初 被 HO 内 切 酶 切断 的 DNA 位 点 上 ， 并 
馈 MRX 切除 。 这 个 新 的 片段 具有 与 模板 相同 的 DNA 序列 (图 10-22 中 的 HMRa) 


a 


| | ᾖ | R 5 ος ος σας, 
X κ ολο OOOO SOAS 
αν ο ΟΛΑ ΩΩ aa 


{ΕΕ A 66 


图 10-22 ”交配 型 转换 的 重组 模型 : 依赖 合成 


ς 
的 链 退 火 ( synthesis-dependent strand annea- 
ling，SDSA)。 图 示 位 于 MAT 基因 座 基 因 转 
....... RPR. HMR 和 MAT 区 域 显示 为 绿色 ; 
εκ νο 编码 a 信息 的 HMR 为 深 绿色 ， 编 码 a 信息 的 
据 HMRa 的 a 信息 MAT 呈 检 绿色。 当 SDSA 结束 时 ， 起 初 位 于 
ep MAT 区 域 的 a 信息 被 替换 ， 即 转变 成 为 
HMR 区 域 的 a 信息 。 
d 


DNA 链 分 支 移 动 至 脱离 双 链 
MAT 上 的 第 2 条 链 去 除 


修复 合成 和 DNA 链 的 缝合 


同 源 重组 机 制 的 遗传 结果 。315 。 


完成 重组 需要 切除 在 MAT 基因 座 上 的 另 一 条 DNA 旧 链 (MRX 不 会 切除 具 3’ ΧΗ 
的 链 ) (图 10-22d 下 面 一 条 链 ) 。 然 后 ， 新 合成 的 DNA 一 一 其 互补 DNA 分 子 信 息 的 精 
MHN, BARAR DNA 信息 。 这 种 机 制 更 恰当 地 解释 了 不 需要 切除 Holliday 联结 体 
的 基因 转变 。 通 过 这 个 模型 ， 交 配 型 重组 时 没有 发 现 交 换 产 物 不 再 是 一 个 谜 。 


同 产 重组 机 制 的 遗传 结果 


如 在 本 章 开 头 所 讨论 的 ， 最 初 的 同 源 重组 机 制 模型 在 很 大 程度 上 是 为 了 解释 该 过 程 
的 遗传 结果 。 现 在 重组 的 基本 步骤 已 被 了 解 ， 我 们 有 必要 回顾 一 下 同 源 重 组 的 过 程 及 其 
如 何 改变 DNA 分 子 而 产生 特异 的 遗传 变化 。 

同 源 重 组 的 一 个 重要 特点 是 ， 无 论 是 何 种 序列 ， 只 要 有 足够 的 相似 区 域 ， 它 就 可 以 
发 生 在 任何 两 个 DNA 区 域 间 。 现 在 我 们 知道 了 原因 所 在 ， 同 源 重组 没有 一 个 步骤 需要 
te DNA 序列 的 识别 。 至 于 部 分 依赖 序列 的 步骤 (如 经 chi 位 点 转化 的 RecBCD 和 被 
RuvC 和 焦 日 所 剪 切 的 DNA)， 其 所 识别 的 序列 则 很 常见 。 两 个 DNA 分 子 间 发 生 重组 的 
关键 步骤 在 于 RecA 家 族 的 一 个 链 交 换 蛋 白质 能 成 功 地 将 两 条 分 子 配 对 ， 而 任何 具有 能 
形成 正确 碱 基 配 对 的 正常 DNA 链 都 可 以 指导 这 个 过 程 。 

重组 大 致 上 独立 于 序列 的 事实 导致 一 个 推论 ， 即 任何 两 个 基因 间 的 重组 频率 和 这 些 
基因 则 的 距离 成 正比 。 因 为 DNA 区 域 可 被 平等 地 用 来 启动 一 个 成 功 的 重组 事件 ， 所 以 
可 观察 到 此 正比 性 。 同 源 重 组 的 这 个 基本 特性 使 我 们 能 够 用 重组 率 来 制作 一 个 遗传 图 ， 
以 显示 染色 体 上 基因 的 顺序 和 距离 。 

= DNA 的 一 个 区 域 在 形成 重组 时 不 具有 这 种 “平均 ”概率 时 ， 将 遗传 图 和 物理 图 
比较 就 会 产生 曲解 (图 10-23) 。 高 重组 概率 的 区 域 称 为 “热点 ”， 而 重组 概率 低 的 区 域 
称 为 “ 冷 点 ”。 因 此 ， 中 间 有 热点 的 两 个 基因 ， 在 遗传 图 上 要 比 在 物理 图 上 的 同一 区 域 
相距 更 还 。 反 之 ， 中 间 有 冷 点 的 基因 在 遗传 图 上 的 距离 比 它们 的 物理 图 距离 要 更 接近 ，。 
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1023 酵母 染色 体 一 段 典 型 区 域 的 遗传 图 和 物理 图 的 比较 。 标 记 显 示 了 不 同 基因 的 位 置 。 注 意 遗 传 图 
上 Spo? 和 Cdc15 之 间 的 区 域 ， 因 为 低 交 换 频率 ， 遗 传 图 小 于 物理 图 ;相反 ，Cdc15 和 FL01 之 间 的 区 域 ， 
因为 高 频率 交换 ， 遗 传 图 大 于 物理 图 。 (来 源 : Æ Alberts B. et al. 2002, Molecular biology of the cell, 4th 
edition, p. 1138, Fig. 20-14, © Garland Science/Taylor & Francis LLC. 许可 改 绘 ) 
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我 们 已 遇 到 两 个 能 够 从 分 子 水 平 上 解释 染色 体 上 存在 冷 点 和 热点 的 例子 。 靠 近 chi 位 点 
和 Spoll 勇 切 位 氮 的 区 域 是 热点 ， 拥 有 高 于 平均 的 启动 重组 概率 ， 而 这 类 位 点 较 少 的 
区 域 则 是 冷 点 。 


重组 时 的 DNA 修复 基因 转变 的 起 因 之 一 


同 源 重 组 的 另 一 个 遗传 结果 是 基因 转变 。 我 们 曾 在 酵母 交配 型 转换 的 重组 特例 中 介 
绍 了 基因 转变 的 概念 。 然 而 ， 基 因 转 变 也 常 发 生 在 正常 同 源 重组 事件 中 ， 如 引起 细菌 中 
遗传 交换 和 减 数 分 裂 中 染色 体 的 配对 。 

为 了 演示 减 数 分 裂 重 组 中 的 基因 转变 ， 假设 一 个 减 数 分 裂 期 的 细胞 在 其 同 源 染 色 体 
上 分 别 为 等 位 基因 A Ala. DNA 复制 后 ， 将 产生 4 个 该 基因 的 拷贝 ,基因 型 分 别 是 Α. 
A, α 和 a。 如 果 没 有 基因 转变 ， 将 产生 2 个 带 有 A 等 位 基因 的 配子 和 2 个 带 有 a 等 位 
基因 的 配子 。 如 果 所 产生 的 配子 的 基因 型 是 A、a、a、a (或 者 是 A、A、A、a) Wii 
明 发 生 了 一 个 将 A 置换 成 a (或 相反 ) 的 基因 转变 事件 。 这 是 怎么 发 生 的 呢 ? 

在 双 链 断裂 修复 过 程 中 ， 基 因 转 变 以 两 种 方式 发 生 。 首 先 ， 考 虑 如 果 A 基因 
与 双 链 断裂 处 很 接近 时 将 会 发 生 什么 。 这 时 当 3 AEE DNA 未 端 侵 人 同 源 双 螺旋 链 
并 延伸 ， 则 可 能 会 复制 a 信息， 这 个 过 程 可 以 导致 蔡 换 重组 后 染色 体 上 的 A 信息 
(图 10-4d) 。 

基因 转变 的 第 二 种 机 制 涉及 修复 重组 中 间 体 所 产生 的 碱 基 错 配 。 假 如 链 侵 人 或 分 支 移 
位 包括 A/a 基因 ， 则 可 能 会 形成 一 段 异 源 双 链 DNA， 在 一 条 链 上 有 A 序列 而 另 一 条 链 上 
有 a 序列 (图 10-24 和 图 10-24 的 放大 图 )。 带 有 碱 基 错 配 的 DNA 区 域 能 被 细胞 错 配 修复 
酶 识别 和 作用 RIES 9 章 讨论 过 )， 这 些 酶 能 特异 地 修复 DNA 上 的 碱 基 错 配 。 当 碱 基 
销 配 酶 发 现 碱 基 错 配 后 ， 会 在 两 条 链 中 的 一 条 上 切除 一 小 段 DNA。 然 后 ， 一 个 具 修 复 作 
用 的 DNA 聚合 酶 填补 这 个 缺口 ， 并 产生 正确 的 配对 序列 。 当 作用 于 重组 中 间 体 时 ， 错 配 
修复 酶 将 随机 选择 被 修复 的 一 条 链 。 因 此 ， 修 复 后 产生 的 双 链 带 有 编码 A 信息 的 序列 还 
是 编码 a 信息 的 序列 ， 取 决 于 哪 条 链 被 修复 酶 修复 ， 这 就 产生 了 基因 转变 。 


小 结 


所 有 的 生物 都 会 发 生 同 源 重 组 ， 以 允许 遗传 交换 、 染 色 体 上 基因 重 排 、 断 裂 DNA 
及 停 沛 复制 叉 的 修复 。 重 组 过 程 涉及 DNA 分 子 的 断裂 和 重 接 。 同 源 重 组 的 双 链 断裂 修 
复 途 径 很 好 地 描述 了 很 多 重组 事件 。 依 据 此 模型 ， 启 动 交 换 需 要 两 条 同 源 DNA 分 子 中 
的 一 条 具有 双 链 断裂 。DNA 的 断 端 被 DNA 降解 酶 作用 ， 产 生 单 链 DNA 片段 。 这 些 单 
ΗΕ DNA FRASER DNA 的 配对 。 一 旦 发 生 了 配对 ， 两 条 DNA 分 子 就 被 称 为 
Holliday 联结 体 的 分 支 结构 所 连接 。 在 Holliday 联结 体 处 切断 DNA， 以 拆 分 联结 体 并 
结束 重组 。Holliday 联结 体 可 被 两 种 方式 前 切 : 其 中 一 种 方法 会 产生 交换 产物 ， 即 两 个 
亲本 DNA 分 子 被 共 价 连接 ; 另 一 种 前 切 联结 体 的 方法 不 产生 交换 产物 而 仅 是 形成 一 个 
重组 DNA 的 “补丁 ”。 


重组 | : 亲本 DNA 分 子 
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配子 的 基因 型 


10-24 错 配 修复 重组 中 间 体 的 异 源 双 链 DNA 可 以 导致 基因 转变 。 

细胞 编码 催化 所 有 同 源 重组 步骤 的 酶 。 关 键 酶 是 链 交 换 蛋 白 。 其 中 ， 大 肠 杆 菌 的 
RecA 是 个 先例 ; 类 RecA 的 蛋白 质 存 在 于 所 有 的 生命 体 中 。 类 RecA 的 链 交 换 和 蛋白 促 
进 两 条 DNA 分 子 寻找 同 源 序列 和 重组 中 间 体 的 链 交 换 。RecA 以 一 个 大 的 DNA -蛋白 
RG (RecA 蛋白 丝 ) 发 挥 功能 。 真 核 生 物 的 细胞 编码 两 个 链 交换 蛋白 ， 分 别 为 
Rad51 和 Dmcl。 其 他 重要 的 重组 酶 是 产生 DNA 双 链 断裂 并 启动 重组 的 DNA RIE N., 
这 些 重 白 质 〈Spoll 和 HO) 只 在 真 核 细 胞 中 出 现 。 作 用 于 DNA bor Sane I = AE Pr ag E μη 
单 链 末端 的 核酸 酶 ， 分 别 是 原核 生物 的 RecBCD 酶 和 真 核 生 物 中 的 MRX eS GK. IE 
外 ， 还 有 促进 移动 〈 分 支 移 位 ) ABI ESD Holliday 联结 体 的 其 他 酶 。 

减 数 分 裂 中 ， 重 组 对 第 一 次 核 分 裂 前 同 源 染色 体 的 正确 配对 是 必 不 可 少 的 ， 因 此 ， 重 
组 征 高 度 调 控 以 保证 发 生 在 所 有 的 染色 体 上 。Spoll DNA 切割 酶 和 Dmcl 链 交 换 蛋 白 都 在 
草 组 反应 中 起 特异 性 的 作用 。 同 源 重 组 有 时 也 用 来 调控 基因 表达 。 莱 母 的 交配 型 转换 是 这 
种 调控 的 绝 佳 例证 ， 同 时 也 是 一 个 基因 转变 的 例子 。 已 经 有 一 个 被 称 为 依赖 合成 的 链 退火 
(SDSA) 的 新 模型 描述 一 些 同 源 重组 事件 ， 该 模型 是 在 分 析 交 配 型 转换 的 机 制 的 过 程 中 产 
生 的 。 这 种 机 制 可 以 产生 基因 转变 型 的 遗传 交换 产物 但 不 会 导致 交换 的 发 后。 
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本 章 概 要 DNA 是 一 种 非常 稳定 的 分 子 。 通 过 前 
面 草 方 的 和 学习， 我 们 了 解 到 : DNA 的 复 
保守 性 位 点 特异 性 重组 (CSSR) ΠΠ. 修复 以 及 同 源 重组 过 程 都 保持 了 很 高 


的 保 真 度 ， 为 一 个 物种 的 基因 组 在 传代 过 
程 中 保持 几乎 完全 一 致 提供 了 保证 。 然 而 ， 


位 点 特异 性 重组 的 生物 学 作用 重要 的 是 还 有 一 些 遗 传 过 程 造成 了 DNA 
序列 的 重 排 ， 从 而 导致 了 一 个 更 具 动 态 性 

e EE 的 基因 组 结构 ， 这 些 过 程 就 是 本 章 的 主题 。 

° 很 多 重要 的 DNA 重 排 都 是 由 两 类 重 

转 座 子 及 其 调控 的 实例 要 的 遗传 重组 造成 的 : 保守 性 位 点 特异 性 

9 重组 (conservative site-specific recombina- 

V(D)J 重组 tion, CSSR) 和 转 座 重 组 〈 一 般 称 作 转 座 ) 


(transpositional recombination), CSSR 发 生 

在 两 段 特定 的 序列 之 间 (图 11-1) 。 相 反 ， 转 座 则 是 发 生 在 特定 序列 和 非特 定 DNA 位 
点 之 加 。 由 这 些 重 组 活动 促成 的 生物 学 过 程 包 括 : 病毒 感染 过 程 中 病毒 基因 组 插入 到 宿 
主 细胞 DNA, DNA 片段 倒 位 造成 基因 结构 的 变化 ， 以 及 转 座 因 子 (transposable ele- 
ment) (XM “BEER” ZEA) 从 一 个 染色 体位 点 到 男 一 个 位 点 移动 。 

这 些 DNA 重 排 对 染色 体 结 构 和 功能 有 着 深远 的 影响 。 对 许多 物种 而 言 ， 转 座 是 自 
然 突 变 的 主要 来 源 ， 并 且 人 类 基因 组 中 几乎 一 半 的 序列 来 自转 座 子 (尽管 目前 大 多 数 元 
件 都 不 具 活 性 )。 而 且 ， 正 如 我 们 将 看 到 的 ， 病 毒 感染 和 痊 椎 动物 免疫 系统 的 发 育 都 严 
重地 依赖 这 种 特殊 的 DNA 重组 。 

保守 重组 和 转 座 具有 共同 的 关键 机 制 。 已 知 的 蛋白 重组 酶 (recombinase) 能 够 识 
别 DNA 分 子 上 要 发 生 重组 的 特定 序列 ， 它 把 这 些 特定 序列 集合 在 一 起 ， 形 成 一 个 蛋白 
质 -DNA 的 复合 体 ， 这 个 复合 体 使 这 些 DNA 位 点 衔接 起 来 ， 形 成 联合 复合 体 (synaptic 
complex) 。 在 这 种 复合 体 中 ， 重 组 酶 催化 DNA 分 子 的 断裂 和 重新 连接 ， 造 成 DNA 片 
段 的 倒 位 或 位 移 。 一 个 重组 酶 通常 可 以 完成 所 有 步骤 。 这 两 种 类 型 的 重组 都 被 精细 地 控 
ή, EE DNA 中 引入 断裂 和 非 预 期 的 重组 DNA 片段 对 细胞 带 来 的 危害 降 到 最 低 。 
为 外 ， 我 们 将 了 解 到 ， 这 两 种 重组 类 型 在 原理 上 还 有 一 些 关键 的 差异 。 

下 面 先 介绍 比较 简单 的 位 点 特异 性 重组 ， 然 后 对 转 座 进 行 讨 论 。 每 个 部 分 都 是 先 介 
绍 原 理 的 基本 特点 ， 然 后 再 提供 几 个 具体 的 例子 。 
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11-1 两 类 遗传 重组 。 上 图 显示 的 是 位 点 特异 性 重组 。 红 色 和 蓝 色 重组 位 点 间 重 组 的 结果 使 包 
Β AA BAAR DNA 片段 发 生 了 颠倒 。 下 图 显示 的 是 红色 的 转 座 子 从 灰色 的 DNA 上 切除 并 插入 
到 为 一 个 蓝 色 的 DNA 的 不 相关 位 点 上 。 


保守 性 位 点 特异 性 重组 (CSSR) 


Αἱ ἘΠῚ DNA 上 特定 DNA 序列 的 位 点 特异 性 重组 


很 多 由 一 个 特定 DNA 片段 发 生 重 排 的 反应 都 是 由 保守 性 位 点 特异 性 重组 造成 的 。 
这 些 反 应 的 一 个 关键 特性 是 发 生 移动 的 DNA 片段 都 带 有 短 而 特殊 的 序列 因子 ， 叫 做 重 
组 位 点 (recombination site) ， 在 这 里 可 发 生 DNA 交换 。 这 种 重组 类 型 的 一 个 例子 是 入 
喉 亢 体 基 因 组 整合 到 细菌 染色 体 中 ΓΗ͂ 11-2 及 第 22 BF), 

和 哈 菌 体 整 合 时 ， 重 组 总 是 精确 地 发 生 在 位 于 两 个 重组 位 点 之 间 一 段 相 同 的 序列 
上 ， 这 两 个 重组 位 点 一 个 在 哈 菌 体 DNA 上 ， 另 一 个 在 细菌 DNA 上 。 重 组 位 点 带 有 两 
类 序列 成 分 : 重组 酶 特异 结合 的 序列 和 发 生 DNA 断裂 及 重新 连接 的 序列 。 重 组 位 点 往 


关于 更 复杂 的 重组 位 点 的 例子 ， 我 们 将 在 介绍 具体 的 重组 反应 时 进行 说 明 。 


保守 性 位 点 特异 性 重组 (CSSR) « 321 - 


图 11-2 入 噬菌体 基因 组 整合 到 宿主 细胞 染色 体 。 在 两 个 DNA 分 子 
之 间 DNA 的 交换 常 特异 性 地 发 生 在 重组 位 点 之 间 。 在 图 中 未 按 比 
例 显示 和 哈 菌 体 和 细胞 染色 体 的 相对 长 度 。 


CSSR 能 够 产生 3 种 不 同类 型 的 DNA EHE (图 11-3): © 一 个 DNA 片段 在 特定 位 
AHIA (Πλ MAE DNA 插入 细菌 染色 体 ); @ DNA 片段 的 缺失 ;@ DNA 片段 的 
倒 位 。 重 组 结果 是 造成 DNA iA, BARE, ἘΞ DNA 分 子 或 参与 重组 的 其 他 
分 子 上 的 重组 识别 位 点 的 结构 决定 的 。 


图 11-3 CSSR 重组 的 3 种 类 型 。 在 每 个 图 例 中 ， 红 色 的 DNA 片段 通过 重组 发 生 了 移动 或 重 排 。A、B、X 和 了 
代表 位 于 不 同 DNA 区 段 的 基因 ， 深 红色 和 蓝 色 区 块 代表 重组 酶 识别 序列 ， 黑 色 箭 头 代表 交换 区 ， 这 些 序列 一 
起 构成 重组 位 点 。 


要 理解 重组 位 点 的 结构 如 何 决定 DNA 重 排 的 类 型 ， 我 们 就 必须 对 重组 位 点 的 序列 
成 分 仔细 地 人 研究 分 析 (图 11-4)。 每 个 重组 位 点 由 一 对 对 称 排列 的 重组 酶 识别 序列 
(recombinase recognition sequences) 构成 ， 识 别 序列 中 间 所 包围 的 是 一 个 短 的 不 对 称 
序列 ， 称 为 交换 区 (crossover region), DNA 的 断裂 和 重新 连接 就 在 这 里 发 生 。 

由 于 交换 区 是 不 对 称 的 ， 所 以 每 个 重组 位 点 都 带 有 特定 的 极 性 。 单 个 DNA 分 子 上 
的 两 个 位 点 所 呈现 的 方向 相关 性 为 两 者 以 反 向 重复 (inverted repeat) 或 同 向 重复 (di- 
rect repeat) 的 方式 排列 。 在 一 对 反 向 位 点 间 的 重组 将 使 这 两 个 位 点 间 的 DNA 片段 发 
生 倒 位 (图 11-3， 右 图 ); 相反 ， 以 同样 的 机 制 发 生 在 两 个 同 向 重复 位 点 间 的 重组 将 使 
这 两 个 位 点 间 的 DNA 片段 发 生 缺 失 (图 11-3， 中 图 ); 最 后 ， 插 入 特异 地 发 生 在 两 个 
不 同 分 子 因 DNA 交换 而 靠近 的 情况 下 (图 11-3， 左 图 )。 在 对 重组 酶 进行 一 般 性 讨论 
后 ， 将 介绍 这 3 种 重 排 类 型 的 几 个 实例 。 
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位 点 特异 性 重组 酶 通过 一 个 蛋白 质 -DNA 的 共 价 中 间 体 对 DNA 进行 切割 并 


重新 连接 


WA μα 


ιν, ο, 


νο 


重组 酶 识别 序列 
交换 区 域 


图 11-4 CSSR 过 程 起 作用 的 结构 。 一 对 对 称 的 重组 酶 识别 
序列 分 列 在 发 生 重组 的 交换 区 两 端 。 重 组 酶 亚 基 结合 到 这 
些 重组 位 点 。 注 意 交 换 区 的 序列 不 是 回 文 形式 ， 导 致 了 重 
组 位 点 内 部 的 不 对 称 。 (来 源 : Craig N. et al. 2002. Mo- 
bile DNA Π ，p. 4，Fig. 1. © 2002 ASM Press. ) 
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保守 性 位 点 特异 性 重组 酶 共有 两 个 
家 族 : 丝氨酸 重组 酶 (serine recombi- 
nase) Alig a Ae Br ZH ΒΕ (tyrosine recom- 
binase) 。 这 两 个 家 族 的 基本 原理 都 是 在 
切割 DNA 时 形成 一 个 和 蛋 昌 质 -DNA 的 共 
价 中 间 体 。 对 丝氨酸 和 蛋白酶 而 言 ， 该 酶 
活性 位 点 内 丝氨酸 残 基 的 侧 链 对 重组 位 
尽 内 的 特定 克 酸 二 酶 键 进行 攻击 (图 11- 
5)， 结 采 在 造成 DNA 分 子 一 个 单 链 断 
AANA, 1Ε2ΣΞΛΝἨι 1 DNA 断裂 
MAERA 6 EAE 
接 。 同 样 地 ， 对 酷 氨 酸 重组 酶 来 说 ， 则 
是 其 活性 位 点 上 酷 氨 酸 的 侧 链 攻击 DNA 
并 与 之 结合 。 表 11-1 按 家 族 和 生物 功能 
分 类 列 出 了 许多 重要 的 重组 酶 。 

生日 质 -DNA 共 价 中 间 体 中 和 蛋白质 
和 DNA 之 加 的 共 价 连接 保留 了 断裂 的 
砍 酸 二 酯 键 的 能 量 。 这 样 ，DNA ΑΕΠΙ 
We WEP, AR DNA 的 一 个 羟 
ZEN ΠΠ E $2 E Η ΠῚ A DNA 的 共 价 键 ， 
这 一 过 程 共 价 地 缝合 了 DNA 缺口 ， 同 
时 释放 出 游离 的 (不 结合 DNA 的 ) 重 
组 酶 (图 11-5). 


Μπ 
τα J 


ay 4. 一 


蛋白 质 -DNA 共 价 中 间 体 


图 11-5 ”丝氨酸 重组 酶 和 栈 氨 酸 重组 酶 的 共 价 中 间 体 机 制 。 图 中 所 示 ， 丝 氨 酸 活性 位 点 的 一 个 羟基 攻击 磷酸 基 
团 ， 守 致 重组 位 点 一 条 单 链 的 断裂 , 然后 断 开 的 DNA 上 的 羟基 再 攻击 蛋白 质 -DNA 中 间 的 共 价 键 ， 从 而 逆转 了 
断裂 反应 ， 缝 合 DNA， 并 释放 蛋白质。 重组 酶 的 标记 为 Rec， 以 蓝 色 表示 。 
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正 征 这 种 机 制 特性 提供 了 保守 性 位 点 特异 性 重组 (CSSR) 名 称 中 “保守 ”的 意义 ， 
锌 称 为 “保守 ”是 因为 反应 中 被 断 开 的 每 个 DNA 键 都 被 重组 酶 重新 连接 起 来 ， 而 
DNA 在 被 重组 酶 断 开 并 重新 连接 的 过 程 中 不 需要 其 他 的 能 量 ， 如 ΑΤΡ 水 解 所 释放 的 
能 量 。 这 种 通过 共 价 中 间 体 断裂 DNA 的 机 制 并 不 局 限于 重组 酶 。DNA 拓扑 异 构 酶 
(38 6 BE) 和 Spol] 也 是 这 种 机 制 ， 后 者 运用 这 种 机 制 在 减 数 分 裂 期 间 诱导 DNA 双 链 
Bes | ACTA PREZ (95 10 BE), 


表 11-1 重组 酶 的 家 族 和 功能 
ES 


重组 酶 功 能 
丝氨酸 重组 酶 家 族 
沙门 氏 菌 Hin 转化 酶 通过 识别 hiz 位 点 倒 位 一 个 染色 体 区 域 造 成 一 个 基因 启动 子 翻 转 ， 表 达 两 种 截然 
不 同 的 表面 抗原 
Tn3 转 座 子 和 78 解 离 酶 。 启动 一 个 DNA 的 删除 反应 来 解除 复制 性 转 座 造 成 的 DNA 融合 ， 重 组 位 点 称 作 
res 位 点 
酷 氨 酸 重组 酶 家 族 
ΜΕΡΕΙ 启动 噬菌体 基因 组 整合 A 或 离开 大 肠 杆菌 染色 体 特 定 序列 上 的 整合 及 切除 反 
应 ， 重 组 位 点 称 作 at 位 点 
P1 MERE Cre ERE DNA 上 的 识别 位 点 Cox 位 点 ) ， 在 侵 染 过 程 中 启动 噬菌体 DNA 的 
环 化 


天 肠 杆 菌 XerC 和 XerD 启动 几 个 DNA 删除 反应 ， 将 二 聚 体 的 环 状 DNA 分 子 变 为 单 体 ， 同 时 识别 质料 
上 的 (cer) 位 点 和 细菌 染色 体 的 (dif) 位 点 

REB} FLP 将 酵母 的 2μ 质粒 上 一 个 区 域 倒 位 以 产生 一 个 叫 作 滚 环 复 制 的 DNA 扩 增 反应 ， 
重组 位 点 称 作 frt 位 点 


丝氨酸 重组 酶 诱导 DNA 双 链 断裂 及 链 交 换 ， 促 成 重组 


CSSR 总 是 发 生 在 两 个 重组 位 点 之 间 。 如 上 所 示 ， 这 些 位 点 可 以 在 同一 个 DNA 分 
于 上 《如 倒 位 和 缺失 )， 也 可 以 在 两 个 不 同 的 分 子 上 〈 如 插入 ) 。 每 个 重组 位 点 都 是 由 双 
HE DNA 构成 的 。 因 此 ， 在 重组 过 程 中 ， 这 4 条 DNA 单 链 (每 个 双 螺 旋 两 条 ) 必须 先 
汤 开 再 与 男 一 个 分 子 上 的 单 链 重 新 连接 ， 以 产生 重 排 的 DNA。 

丝 扫 酸 重 组 酶 在 进行 链 交 换 前 将 4 条 单 链 全 部 切断 (图 11-6) 。 重 组 酶 蛋白 中 
一 个 分 子 催化 其 中 一 个 断裂 反应 ， 所 以 至 少 需要 由 4 个 亚 基 组 成 ( 即 四 聚 体 形态 ) 
重组 酶 。 

亲本 DNA 双 链 分 子 的 断裂 产生 4 个 双 链 DNA 片段 〈 根 据 它们 所 结合 的 蛋白 质 
的 不 同 分 别 标记 为 R1、R2、R3 和 R4， 如 图 11-6) 。 要 使 重组 发 生 ， 上 边 DNA 分 
FH R2 片段 必须 结合 到 下 边 DNA 分 子 的 R3 片段 上 。 同 样 ， 上 边 DNA 分 子 的 R1 
片段 必须 结合 到 下 边 DNA 分 子 的 R4 片段 上 。 一 旦 这 一 DNA 交换 发 生 ， 每 个 断裂 
DNA 链 的 3 -OH 端 就 会 攻击 新 配对 片段 上 的 重组 酶 -DNA 间 的 共 价 键 。 如 上 所 述 ， 
这 个 反应 释放 了 重组 酶 ， 而 且 共 价 地 缝合 了 DNA 链 间 的 连接 ， 产 生 了 重 排 的 DNA 
产物 。 
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1-6 丝氨酸 重组 酶 催化 的 重组 反应 。4 条 DNA 单 链 各 自 被 重组 酶 蛋白 一 个 亚 基 断裂 于 交换 区 ，4 个 亚 基 被 
标记 为 R1、R2、R3 和 R4。 一 个 双 螺 旋 中 的 两 条 单 链 的 断裂 位 点 相差 两 个 碱 基 ， 这 两 个 碱 基 区 域 在 重组 产物 中 
形成 一 个 杂交 二 倍 体 。 图 中 所 示 的 重组 位 点 与 图 11-4 中 的 类 似 。 


丝氨酸 重组 酶 -DNA 复合 体 的 结构 揭示 了 它 通过 亚 基 旋转 以 完成 链 交换 


捍 组 过 程 中 丝氨酸 重组 酶 -DNA 复合 体 的 结构 为 DNA 链 如 何 自然 谐 调 地 发 生 交换 
提供 了 一 个 快照 。 这 个 复合 体 包括 丝氨酸 重组 酶 的 4 个 亚 基 和 两 个 断裂 的 双 链 DNA 分 
子 。 每 个 重组 酶 亚 基 中 的 丝氨酸 活性 位 点 与 每 个 重组 DNA 位 点 的 5 "磷酸 基 团 之 间 形 成 
的 共 价 连接 清晰 可 见 。 每 个 共 价 连接 的 末端 依次 产生 一 个 带 有 游离 的 3' 羟 基 的 DNA K 
Vig LAB Ej GE AC HR ., 

这 一 复合 体 的 最 显著 特征 是 在 “上 面 ” 和 “下 面 ” 的 重组 酶 二 聚 体 之 间 具 有 一 个 
大 而 平 的 分 界面 (图 11-7) 。 这 种 结构 大 多 是 玻 水 且 光 滑 的 ， 不 太 会 阻 滞 复 合体 上 下 
组 分 围绕 彼此 进行 旋转 。 而 正 负 电荷 配对 的 一 些 区 域 则 使 二 聚 体 保持 初始 状态 前 趋 于 


保守 性 位 点 特异 性 重组 (CSSR) «3405. 


旋转 180 。 因 此 ， 对 于 此 复合 体 的 分 析 强 有 力 地 证 实 了 重组 的 机 制 : (1) DNA 断裂 
形成 共 价 的 酶 -DNA 中 间 体 (2) 在 蛋白 -DNA 复合 体 中 二 聚 体 旋转 了 180’ (3) IR 
体 旋转 后 攻击 解 离 酶 -DNA 复合 体 中 的 DNA3 羟基 末端 ， 使 链 重 新 连接 形成 新 的 重组 
构 型 。 


11-7 丝氨酸 重组 酶 的 结构 。 这 个 结构 显示 的 大 而 平 的 四 聚 体 界面 是 旋转 的 位 点 。 尽 管 
在 这 里 只 显示 了 两 条 链 被 切断 ， 对 于 一 个 完整 的 重组 反应 ，4 个 DNA 链 必 须 全 部 断裂 (如 
图 11-6)。 (Li W. et al. 2005. Science 309: 1210. PDB Code: 1284.) 图 形 通 过 Mol- 
Script, BobScript 和 Raster 3D 制作 。 


Be ah OR E H He A OK WT FR A G — xt DNA 单 链 


MAREAS, MAREEA DNA 单 链 的 断裂 和 重新 连接 ， 再 
对 剩 下 的 两 条 单 链 进 行 断裂 和 重新 连接 (图 11-8) 。 考 虑 到 是 两 个 DNA 分 子 与 它们 的 
重组 位 点 配对 ， 因 此 同样 需要 4 个 分 子 的 重组 酶 ， 每 个 分 子 断 裂 一 条 DNA 单 链 。 重 组 
开始 时 ， 绪 合 到 左 侧重 组 酶 结合 位 点 的 亚 基 CER) 11-8a 中 标记 为 R1 和 R3) 分 别 断 裂 
各 目 结 合 的 DNA 分 子 上 的 单 链 ， 断 裂 发 生 在 交换 区 的 第 一 个 核 背 酸 处 。 然 后 ， 上 边 灰 
色 DNA 分 子 的 右上 单 链 和 下 边 红 色 DNA 分 子 的 右上 单 链 交换 伙伴 。 在 重组 构 型 中 ， 
这 两 条 DNA 单 链 被 连接 到 一 起 。 这 个 “第 一 单 链 ” 交 换 反 应 所 产生 的 一 个 带 分 贫 的 
DNA 中 间 体 称 为 Holliday 联结 体 〈 见 第 10 章 ， 图 11-8b) 。 

一 旦 第 一 单 链 交换 完成 ， 男 外 两 个 重组 酶 亚 基 (标记 为 R2 和 κά) 就 会 切割 两 个 
DNA 分 子 的 下 单 链 (图 11-8c)。 它 们 再 交换 并 经 过 与 断裂 反应 逆转 的 过 程 连接 起 来 。 
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这 个 “第 二 单 链 ” 的 交换 反应 打开 了 Holliday 联结 体 ( 见 第 10 Ξε), ， 得 到 重 排 的 DNA 
产物 。 下 一 节 我 们 将 讨论 这 些 化 学 反应 是 如 何在 重组 酶 蛋白 质 -DNA 复合 体 的 作用 下 发 
生 的 。 


换 完成 重组 


11-8 栈 氨 酸 重组 酶 催化 的 重组 反应 。 第 一 步 ， 由 ΕΙ 和 R3 亚 基 断 裂 DNA (a). 如 图 所 示 ， 和 蛋白 质 与 断裂 
的 DNA 通过 3 端 磷酸 - 酷 氨 酸 键 连接 。 断 裂 DNA 5' 端 的 两 个 羟基 名 自 攻击 另 一 个 DNA 分 子 上 和 蛋白质-DNA 的 
连接 键 后 发 生 第 一 对 单 链 的 交换 〈b)。 第 二 条 单 链 的 交换 机 制 与 上 面相 同 ， 通 过 R2、R4 亚 基 完 成 Cc 和 d), 
(来 源 : Craig N. et al. 2002. Mobile DNA Il, color plate 1, chapter 2. © 2002 ASM Press. ) 


栈 氨 酸 重组 酶 与 DNA 结合 的 结构 揭示 了 DNA 交换 的 机 制 


栈 氧 酸 重组 酶 的 位 点 特异 性 重组 机 制 已 经 了 解 得 很 清楚 了 。 这 一 蛋白 质 家 族 的 一 些 
成 员 的 结构 已 经 得 到 了 很 好 的 了 解 ， 并 揭示 出 其 在 重组 过 程 中 的 作用 一 个 完美 的 例子 
网 是 Cre 重组 酶 结合 到 重组 DNA 两 种 不 同 构 型 上 时 的 结构 。 下 面 介绍 从 这 些 结构 得 出 
的 详细 机 制 。Cre 是 P1 叭 菌 体 编码 的 一 种 酶 ， 其 功能 是 在 侵 染 过 程 中 环 化 线性 的 叭 菌 
体 基 因 组 。Cre 作用 于 DNA 上 的 重组 位 点 叫 lor, Crelox 是 一 个 由 酷 氨 酸 重 组 酶 家 族 


位 点 特异 性 重组 的 生物 学 作用 。 327 。 


催化 重组 的 简单 例子 ， 整 个 重组 仅 需 Cre 蛋白 和 lor 位 点 。Cre 也 是 在 遗传 工程 中 被 广 


Cre-lox 结构 表明 ， 重 组 需要 4 个 Cre 亚 基 ， 每 个 亚 基 结合 到 底 物 DNA 上 的 一 4 
HAMA (B 11-9)。DNA 的 构象 通常 是 一 个 四 路 交叉 的 十 字 路 口 结构 (第 10 章 关于 
Holliday 联 绪 体 的 讨论 ) ， 每 个 “ 臂 ” 上 都 结合 了 一 个 Cre 亚 基 。 尽 管 乍 看 起 来 这 个 结 
构 的 四 边 是 对 称 的 ， 但 实际 上 不 是 这 样 。Cre 有 两 种 不 同 的 构象 ， 构 象 1 的 一 对 亚 基 用 
绿色 标记 ， 构 象 2 的 另 一 对 亚 基 用 粉色 标记 (图 11-9b)。 只 有 一 种 构象 (绿色 标记 的 
WHE) 能 够 切断 和 重新 连接 DNA。 因 此 ， 每 次 只 有 一 对 亚 基 处 于 活动 状态 。 随 着 反应 
的 进行 ， 激 活 构象 在 两 对 亚 基 间 来 回 交 换 ， 而 这 种 交换 对 于 控制 重组 过 程 的 进行 和 保证 
“每 次 作用 一 条 单 链 ”的 交换 机 制 是 至 关 重 要 的 。 
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细胞 和 病毒 利用 保守 性 位 点 特异 性 重组 来 实现 多 种 多 样 的 生物 学 功能 ， 某 些 功 能 将 
在 下 面 进行 讨论 。 很 多 哈 菌 体 的 感染 就 是 使 用 这 种 重组 机 制 将 自己 的 DNA 插入 到 宿主 
染色 体 中 。 还 有 些 时 候 ， 位 点 特异 性 重组 被 用 来 改变 基因 的 表达 。 例 如 ， 一 个 DNA H 
段 的 倒 换 可 以 决定 两 个 基因 中 哪 一 个 进行 表达 。 位 点 特异 性 重组 也 被 广泛 地 用 于 帮助 环 
AK DNA 分 子 在 复制 、 同 源 重组 和 细胞 分 裂 过 程 中 保持 其 结构 完整 性 。 
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图 11-9 Cre 重组 酶 的 位 点 特异 性 重组 机 制 。a.， 左 图 是 一 系列 CreDNA 中 间 体 的 结构 ， 它 反映 了 “每 次 作用 一 
条 单 链 ” 的 交换 机 制 。 在 每 个 分 图 中 ， 只 有 两 个 绿色 的 亚 基 是 活性 构象 。 可 以 看 出 ， 当 第 一 条 单 链 断裂 后 亚 基 
的 颜色 发 生 了 交换 ， 第 二 对 Cre 亚 基 变 为 重组 的 活性 构象 。 (来 源 : Guo Ε. et al. 1997. Nature 389: 41. @ 
Macmillan.) b. GAA AA (τε 结合 时 Holliday 联结 中 间 体 的 晶体 结构 (对 应 于 图 a 的 第 三 张 图 )。 注 意 绿 
ο ο ο... 因此 复合 体 不 是 一 个 对 称 的 四 边 形 。 留 心 观察 可 以 发 现 ， 结 构 中 相 邻 的 两 
对 DNA 臂 更 加 接近 一 些 。(Gopaul D. N. etal. 1998. EMBO J. 17; 4175.) 图 形 通过 BobScript, MolScript 
和 Raster 3D 软件 制作 。 
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位 点 特异 性 重组 系统 之 间 的 比较 揭示 出 一 些 普遍 的 原理 。 所 有 反应 的 关键 是 重组 酶 
3 DNA 的 结合 ， 以 及 使 两 个 重组 位 点 聚合 在 一 起 。 对 于 一 些 重组 反应 来 说 ， 这 个 结合 
过 程 很 仙 单 ， 仅 需要 重组 酶 和 它 的 DNA 识别 序列 ， 就 像 刚 描述 的 Cre 的 情况 一 样 。 与 
此 相反 ， 男 外 一 些 重组 反应 则 需要 辅助 蛋白 。 这 些 辅助 蛋白 包括 一 些 所 谓 的 构筑 蛋白 
larchitectural protein) ， 它 们 结合 到 特定 DNA 序列 上 并 使 其 弯曲 ， 使 之 成 为 有 利于 重 
组 过 程 进行 的 特异 形状 。 构 筑 蛋 白 还 可 以 控制 重组 反应 发 生 的 方向 ,， 例如， 在 阻止 
DNA 切除 这 个 反 向 反应 的 同时 确保 这 个 DNA 片段 的 整合 。 显 而 易 见 ， 这 种 调节 作用 
对 于 产生 合乎 逻辑 的 生物 学 结果 是 至 关 重要 的 。 最 后 我 们 会 了 解 到 ， 通 过 其 他 蛋白 质 对 
车 组 酶 的 调节 可 以 控制 某 种 DNA 重组 发 生 的 时 间 ， 并 使 其 与 其 他 细胞 活动 协调 一 致 ， 


A 整合 酶 催化 病毒 基因 组 在 宿主 细胞 染色 体 上 的 整合 和 切除 


当 入 噬菌体 侵 染 宿主 细菌 时 ， 一 系列 的 调节 活动 导致 其 或 者 形成 静止 的 溶 原状 态 
(lysogenic state) ， 或 者 进行 噬菌体 的 增殖 ， 即 进入 裂解 性 生长 (lytic growth) 过 程 
(第 16 和 第 22 章 )。 溶 原 体 的 形成 需要 噬菌体 DNA 整合 到 宿主 染色 体 上 。 同样 地 ， 要 
使 蜂 菌 体 脱离 溶 原 状态 ， 开 始 复制 并 产生 新 的 哈 菌 体 颗 粒 ， 它 就 必须 将 自己 的 DNA 从 
答 主 染色 体 上 切 下 来 。 对 这 一 整合 /切除 过 程 的 分 析 为 我 们 提供 了 从 分 子 水 平 上 对 位 点 
特异 性 重组 进行 研究 的 切入 口 。 

为 实现 整合 ， 整 合 酶 蛋白 (AInt) 在 两 个 特定 位 点 之 间 催 化 重组 的 进行 ， 这 两 个 位 
所 叫做 att 位 点 ,或 者 RH 附着 位 点 。attP 位 点 在 唆 菌 体 上 CP 代表 喉 菌 体 ) attB 位 
点 在 细菌 染色 体 上 (8 代表 细菌 ， 图 11-2) Ant 是 一 个 酷 氨 酸 重组 酶 ， 所 催化 的 单 链 
交换 机 制 遵循 前 面 介绍 的 Cre 蛋白 的 催化 过 程 。 然 而 ， 与 Cre 重组 不 同 的 是 ，、X 整合 需 
要 辅助 重 白 的 帮助 来 组 装 所 需 的 蛋白 质 -DNA 复合 体 。 辅 助 蛋白 控制 着 反应 过 程 ， 确保 
在 哄 菠 体 生命 周期 的 正确 时 间 进 行 DNA 的 整合 和 切除 。 我 们 先 介绍 整合 的 过 程 ， 再 了 
解 切 除 是 如 何 被 启动 。 

对 入 整合 的 调节 中 很 重要 的 一 点 是 attP 和 atB 位 点 的 高 度 不 对 称 结构 〈 图 11- 
10)。 这 两 个 位 点 都 含有 一 个 中 央 核 心 片段 ( 约 30bp)， 这 些 核心 重组 位 点 都 包含 有 两 
个 和 Int 结合 位 点 和 一 个 发 生 单 链 交换 的 交换 区 (如 前 所 述 )。 不 同 的 是 attB 仅 由 这 个 中 
央 核 心 区 组 成 ， 而 attP WKE (240bp) ， 它 还 带 有 许多 其 他 蛋白 质 的 结合 位 点 。 

att 核心 区 两 端的 DNA 区 域 被 称 为 “ 辟 ”， 它 们 带 有 若干 个 蛋白 质 结合 位 点 ， 包 
括 和 Int 结合 的 其 他 位 点 (在 图 11-10 中 标记 为 PP P, MPO., Ant 是 一 个 不 寻常 的 蛋 
日 奈 ， 因 为 它 有 两 个 结构 域 参 与 了 序列 特异 性 的 DNA 4A. 一 个 结构 域 结合 到 臂 上 的 
重组 酶 识别 位 点 ; 另 一 个 结合 到 核心 识别 位 点 。 另 外 ，atP 臂 上 的 位 点 还 被 几 个 构筑 
重 日 所 结合 ， 这 些 蛋 白质 的 结合 控制 了 重组 进行 的 方向 和 效率 。 

整合 过 程 要 求 att:B、attP、AInt， 以 及 一 个 叫 做 整合 答 主 因子 (integration host 
factor, IHF) 的 构筑 蛋白 的 参与 。IHF 是 一 个 序列 依赖 性 的 DNA 结合 蛋白 ， 它 能 使 
DNA 产生 大 角度 (KF 160°) 的 弯曲 (图 11-11) 。attP 的 辟 上 携带 了 3 个 IHF 位 点 (在 
图 11-10 上 被 标记 为 Hl H: 和 Η’). ΤΗΕ 的 作用 是 将 DNA ΚΕ EH Ant 位 点 (Int 与 
之 第 合 较 强 ) 与 中 央 核 心 区 上 的 位 点 (XInt 与 之 结合 较 弱 ) 聚合 在 一 起 。 因 此 ， 由 


。330 。 第 11 章 位 点 特异 性 重组 和 DNA HE 


ce ee © a 
=F = EV TD © st νο in ΜΑΡΑ 


attR 


11-10 参与 和 噬菌体 整合 和 切除 的 重组 位 点 显示 出 的 重要 序列 因子 。C、C'、B 和 B' 是 核心 的 XInt 结合 位 
点 ， 其 他 的 蛋白 质 结 合 位 点 位 于 αΗΡ 上 及 C 和 C 位 点 两 端 。 这 些 区 域 叫做 “ 臂 >， 左 边 的 叫 P 臂 ， 右 边 的 叫 Ρ’ 
R. MEN Pi, Ρε 和 了 1 的 紫色 小 区 块 是 臂 上 的 XInt 结合 位 点 。H 是 IHF 的 结合 位 点 ，X 是 Xis 的 结合 位 点 ， 
F Æ Fis 的 结合 位 点 ， 其 他 的 构筑 蛋白 在 这 里 不 再 作 介 绍 。 灰 色 区 域 是 交换 区 。 为 了 表示 清楚 ， 结 合 在 核心 位 
点 上 的 和 Int 没有 画 出 来 。 注 意 在 结合 或 切除 的 重组 过 程 中 ， 并 不 是 所 有 的 蛋白 质 结合 位 点 都 有 蛋白 质 结合 。 重 
组 完成 后 ，P 臂 成 为 attL 的 一 部 分 ， 而 P' 臂 变 为 attR 的 一 部 分 。 


THF 介 导 使 DNA 产生 大 角度 弯曲 ， 使 XInt 找到 结合 能 力 较 弱 的 核心 识别 位 点 ， 从 而 催 
化 重组 的 发 生 。 

当 重 组 完成 后 ， 环 形 的 鸣 菌 体 基 因 组 稳定 地 整合 到 宿主 染色 体 上 。 结 果 ， 在 叭 菌 体 
MEE DNA 的 结合 处 产生 了 两 个 新 的 杂交 位 点 。 这 些 位 点 被 称 为 attL ( 左 侧 ) 和 attR 
AMD (图 11-10) 。 这 些 位 点 都 含有 核心 区 域 ， 但 是 臂 区 却 被 分 开 了 (图 11-10 中 P 和 
P 区 域 的 位 置 )。 所 以 ， 在 新 的 重 排 结 构 中 ， 两 个 核心 区 域 都 没有 能 力 运 用 产生 整合 复 
合体 的 机 制 来 组 装 有 活性 的 入 Int 重组 酶 复合 体 ， 因 为 对 组 装 很 关键 的 DNA 位 点 根本 不 
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在 正确 的 位 置 上 。 


λ 细 兰 噬菌体 的 切除 需要 一 个 新 的 折 
ἘΞ DNA 的 蛋白 质 


λ 喉 瑚 体 是 如 何 被 切除 的 呢 ? 一 个 由 鸣 
落体 编码 的 构筑 蛋白 对 切除 重组 至 关 重 要 ， 
这 个 蛋白 质 叫 做 Xis 〈 即 切除 )， 它 结合 到 
特定 的 DNA 序列 上 并 造成 DNA 的 弯曲 。 
XA RK, HUES ΤΗΕ 类 似 。Xis 识别 
attR 一 个 臂 上 的 两 个 主要 序列 单元 (也 存 
在 于 attP 臂 上 ， 如 DNA 图 11-10 中 标记 为 
X 和 X,)。 和 这 些 序列 结合 后 ，DNA 产生 i 
一 个 大 的 弯曲 (KF 140°), ， 通 过 聚合 Χίο. o| βα 
AInt 和 THF 一 起 构成 在 attR 上 有 活性 的 蛋 


质 发 生 相 互 作 用 ， 然 后 发 生 重 组 。 

除了 促进 切除 过 程 (attL ἯΙ attR 之 间 

| | 11-11 使 DNA 弯曲 以 便 将 DNA 结合 位 点 聚合 在 一 
WEAD AIh, Xis SAE DNA 上 也 抑制 起 的 THF 作 用 本 型 。 位 于 auP t PAE Ant 和 1HF 
了 整合 过 程 (attP 和 attB 之 间 的 重组 ) 。 因 结合 位 点 如 图 所 示 。IHF 结合 到 H' 位 点 后 将 DNA 3 
为 Xis 和 atP 结合 后 的 DNA 结构 与 AInt 和 曲 ， 使 一 个 分 子 的 Ant 同时 与 Pi 和 C' 位 点 结合 。DNA 
IHF 正常 结合 到 这 些 位 点 时 的 结构 完全 不 上 互 位 点 中 的 断裂 表现 为 在 DNA 上 出 现 一 个 缺口 ， 并 
[|. Χίο 是 一 个 哈 菌 体 编码 蛋白 ， 而 且 仅 仅 签 用 于 IHEDNA 复合 体 的 结构 分 析 。( 来 源 : Rice P. et 
al. 1996. Cell 87: 1295-1303. Fig. 8. © Elsevier. ) 

ΤΕΕ TA JE oh dt A EAE TRL Γ 7; 
始 表 达 。 关 于 Xis 表达 的 详细 情况 将 在 第 16 章 中 介绍 。Xis 在 切除 过 程 中 作为 辅助 因子 
起 到 刺激 作用 ， 在 整合 过 程 中 起 到 抑制 因子 的 作用 ， 这 种 双重 功能 保证 了 在 Xis 存在 的 
情况 下 哈 菌 体 基因 组 能 够 从 宿主 染色 体 中 被 切除 ， 并 保持 游离 的 状态 。 


Hin 重组 酶 颠倒 一 段 DNA 片段 ， 使 得 特定 基因 开始 表达 


WIRA (Salmonella) 的 Hin 重组 酶 通过 将 一 个 细菌 染色 体 片 段 倒 位 ， 来 控制 两 
组 基因 中 哪 一 组 被 表达 。Hin 重组 是 一 类 重组 反应 的 代表 ， 这 些 重 组 在 细菌 中 是 相当 普 
再 的 ， 钙 称 为 程序 性 重 排 。 它 的 功能 通常 是 让 一 部 分 细菌 能 够 对 周围 环境 的 突然 变化 获 
得 “ 预 适应 ”。 在 Hin 倒 位 的 情况 中 ， 重 组 能 够 帮助 细菌 躲避 宿主 免疫 系统 的 攻击 ， 我 
们 即将 对 此 进行 说 明 。 

倒 位 过 程 所 控制 的 基因 能 编码 两 种 不 同形 态 的 鞭毛 蛋白 (H1 和 H2), ENERE 
纤 丝 的 蛋白 质 组 分 。 和 鞭毛 位 于 细菌 表面 ， 因 而 通常 是 免疫 系统 的 识别 目标 (图 11-12). 
通过 用 Hin 重组 实现 在 这 两 种 形态 间 的 切换 ， 至 少 使 细菌 群体 中 的 部 分 个 体 不 被 免疫 
系统 识别 出 其 表面 的 结构 。 
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图 11-12 市 有 鞭毛 的 细菌 (沙门氏菌) 显 微 照片 。 这 张 彩 色 的 增强 型 电子 扫描 显 微 图 片 显 示 了 鼠 伤寒 沙门 


Fora (红色) 正在 侵入 培养 的 人 体 细 胞 。 细菌 上 发 丝 状 的 突起 就 是 鞭毛 。 (来 源 : Courtesy of the Rocky 
Mountain Laboratories, NIAID, NIH.) 


ΒΚ Hin 倒 位 的 染色 体 区 域 大 约 长 1000bp， 其 两 端 是 叫做 hizL ( 左 侧 ) 和 hizR 
EMD 的 特异 性 重组 位 点 (图 11-13)， 这 些 序 列 彼此 间 方 向 相反 。Hin 是 一 种 丝氨酸 
车 组 酶 ， 它 催化 倒 位 的 发 生 ， 工 作 原理 在 前 面 介 绍 这 个 家 族 时 已 经 讲 过 了 。 在 可 倒 位 六 
Ee bit gets Hin 的 基因 ， 同 时 作为 一 个 启动 子 ， 当 可 倒 位 片段 处 于 某 种 方向 时 ， 
它 将 局 动 位 于 可 倒 位 片段 外 、 与 hizR 位 点 直接 相 邻 的 一 些 基 因 的 表达 。 当 可 倒 位 片段 
处 于 “ 开 ” 的 方向 时 ， 这 些 相 邻 的 基因 将 得 到 表达 ; 但 当 它 翻转 成 “ 关 ” 的 方向 时 ， 由 
于 缺乏 有 功能 的 启动 子 ， 这 些 基因 无 法 被 转录 。 

可 倒 位 的 片段 


可 倒 位 的 片段 


11-13 ”沙门氏菌 Hin 重组 酶 催化 的 DNA 倒 位 。Hix 位 点 间 DNA 片段 的 倒 位 翻转 了 一 个 启动 
T P) 的 位 置 ， 造 成 了 两 种 不 同形 式 的 鞭毛 基因 表达 。 
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锌 这 个 “ 翻 跟头 ”的 启动 子 所 控制 的 两 个 基因 是 78 A Π7Α. fB 编码 H2 鞭毛 
SA, ΓΑ 则 编码 针对 H1 鞭毛 蛋白 基因 的 转录 抑制 因子 。HIl 鞭毛 蛋白 基因 位 于 较 远 
的 一 个 位 点 。 这 样 ， 当 在 “ 开 ” 的 方向 时 ，H2 鞭毛 蛋白 和 H1 的 抑制 因子 被 表达 ， 这 
EH Hed Ye TE SEC Bb AB ee: H2 型 鞭毛 蛋白 ; 而 当 处 于 “ 关 ” 的 方向 时 ，H2 和 H1 的 
抑制 因子 都 不 表达 ， 细 胞 表面 只 有 H1 型 的 鞭毛 。 


Hin 重组 过 程 需 要 一 个 DNA 增强 子 


Hin 重组 过 程 除 了 需要 hiz 位 点 外 ， 还 需要 一 段 序列 。 这 段 短 短 的 序列 (41 60bp) 
证 一 个 增强 子 ， 它 能 将 重组 率 提 高 1000 售 左右 。 像 增强 子 促进 转录 的 作用 (第 17 章 ) 
一 梓 ， 这 段 序列 即使 在 离 重组 位 点 很 远 的 情况 下 也 能 行使 其 功能 。 增 强 子 要 起 作用 还 需 
BRAY Fis EA [作为 倒 位 促进 因子 (factor for inversion stimulation, Fis) 被 发 现 
而 得 名 J。 像 IHF 一 样 ，Fis 也 是 一 个 位 点 特异 性 的 DNA 弯曲 蛋白 。 另 外 ， 它 与 Hin 
蛋白 发 生 接 触 ， 这 对 重组 过 程 很 重要 。 

增强 子 -Fis 蛋白 的 复合 体 激活 了 重组 的 催化 步骤 。Hin 可 以 在 没有 Fis- 增 强 子 复合 
体 存在 的 情况 下 与 hic 重组 位 点 结合 配对 ， 形 成 突 触 复 合体 (图 11-14) 。 这 与 入 整合 中 
THF 的 作用 不 同 ， 后 一 过 程 中 辅助 蛋白 ΤΗΕ 在 重组 酶 -DNA 复合 体 的 组 装 中 是 不 可 或 
GRAY. Fis 激活 Hin 重组 ， 需 要 3 个 DNA 位 点 (hizL, hizR 和 增强 子 ) 聚集 在 一 起 ， 
而 负 DNA 超 螺旋 (第 6 章 ) 极 大 地 促进 这 三 联 复合 体 的 形成 ， 它 能 够 稳定 远 距 高 
DNA 位 点 的 聚合 。 另 一 个 细菌 构筑 蛋白 Hu 也 能 促进 这 个 倒 位 复合 体 的 组 装 。Hnu 蛋白 
5j IHF 的 结构 很 相似 ， 但 与 ΤΗΕ 不 同 的 是 它 与 DNA 的 结合 是 非 序列 特异 性 的 。 
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11-14 Hin 催化 过 程 中 重组 复合 体 的 形成 。Hin 蛋白 能 单独 识别 并 与 两 个 hix 位 点 配对 。 当 Fis 蛋白 存在 
时 ， 束 可 以 形成 三 元 复合 体 ， 这 个 复合 体 叫做 倒 位 体 (invertasome)， 是 促进 重组 的 最 活跃 的 复合 体 。( 来 源 . 
Craig N. et al. 2002. Mobile DNA Π. p. 246, Fig.9. © 2002 Copyright ASM Press. ) 
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11-15 环形 DNA 能 形成 多 聚 体 。DNA 复制 
期 间 ， 两 个 子 代 DNA 分 子 间 的 同 源 重组 能 产生 
一 个 染色 体 (或 质粒 ) 的 二 聚 体 。XerCD 重组 
酶 催化 的 位 点 特异 性 重组 将 其 变 为 细胞 正常 分 
裂 所 需 的 单 倍 体 DNA 分 子 。 


是 什么 生物 学 基本 原理 控制 着 由 Fis- 增 强 子 
复合 体 催 化 的 Hin 倒 位 呢 ? 那 就 是 确保 重组 仪 
仅 发 生 在 同一 个 DNA 分 子 的 两 个 hiz 位 点 之 间 。 
这 种 选择 性 要 确保 的 是 避免 可 倒 位 片段 在 DNA 
分 子 间 重 排 过 程 中 频繁 跳跃 而 造成 破坏 细菌 染色 
体 的 完整 性 。 

与 入 叭 菌 体 的 整合 和 切除 不 同 ，Hin ir HE 
化 的 倒 位 没有 严格 的 调控 ， 反 而 是 随机 发 生 的 ， 
所 以 在 一 群 细胞 中 总 有 一 些 细胞 带 有 二 个 方向 
的 可 倒 位 片段 ， 而 另 一 些 带 相反 方向 的 可 倒 位 
片段 。 


重组 酶 将 多 聚 环 状 DNA 分 子 转换 成 单 体 


位 点 特异 性 重组 对 细胞 中 环 状 DNA 分 子 的 
维护 起 到 关键 作用 。 如 同 原核 和 真 核 细胞 中 许多 
质粒 一 样 ， 大 多 数 细菌 的 染色 体 也 是 环 状 的 ， 一 
些 病毒 基因 组 也 是 环 状 的 。 环 状 DNA 分 子 固有 
的 一 个 问题 是 ， 在 同 源 重组 过 程 中 它们 有 时 会 形 
成 二 聚 体 甚至 多 聚 体 。 而 位 点 特异 性 重组 可 被 用 
来 将 这 些 DNA 多 聚 体 恢复 到 单 体形 态 。 

当 两 个 相同 的 环 状 分 子 间 发 生 DNA 交换 时 
会 发 生 什 么 情况 呢 ? 在 一 个 细菌 染色 体 两 个 拷贝 
则 发 生 的 这 一 过 程 如 图 11-15 Aras ( 见 第 10 τς, 
关于 同 源 重组 的 讨论 )。 一 个 单独 的 同 源 重组 会 
产生 一 个 大 的 环 状 染色 体 ， 所 有 基因 都 有 两 份 拷 
由 ， 即 一 个 二 聚 的 染色 体 。 在 细胞 分 裂 时 ， 这 种 
二 聚 体会 造成 很 大 麻烦 ， 只 有 一 个 DNA 分 子 ， 
而 不 是 两 个 。 因 为 要 分 给 两 个 姐妹 子 细 胞 。 

由 于 这 种 多 聚 体 的 问题 ， 许 多 环形 DNA 分 
子 上 都 带 有 位 点 特异 性 重组 酶 的 识别 位 点 。 这 些 
ΠΗΡΕ ΕΠΕ ΜΕ (resolvase)， 因 为 它们 能 将 二 聚 
k MERE “A” HAK, TR, Ia 
集 日 质 来 说 ， 它 们 的 关键 功能 是 特异 性 地 催化 解 
离 〈( 一 种 DNA 的 删除 反应 ) 而 不 是 相反 的 过 程 
(将 单 体 变 为 多 聚 体 ) ， 否 则 只 能 使 多 聚 体 问 题 变 
FEW! 我 们 将 会 看 到 ， 一 种 特殊 机 制 在 增强 重 
组 反应 中 起 到 了 方向 选择 的 作用 。( 框 11-2) 
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还 有 其 他 一 些 机 制 能 够 指导 特定 DNA 片段 的 重组 


尽管 我 们 的 讨论 仅 限 于 保守 性 位 点 特异 性 重组 ， 实 际 上 还 有 一 些 在 特定 序列 上 实现 
类 似 生物 学 功能 的 其 他 重组 事件 ， 其 中 有 在 第 10 章 讲 过 的 由 于 目标 基因 转换 造成 的 酝 
母 的 交配 型 转换 现象 ， 在 消 椎 动物 免疫 系统 中 ， 编 码 关键 蛋白 质 的 基因 片段 在 组 装 时 发 
生 的 重 排 现 象 ， 即 V(D)J 重组 ， 也 是 发 生 在 特定 的 位 点 上 。 而 后 者 的 机 制 与 转 座 很 相 
似 ， 所 以 在 本 章 后 半 部 分 会 对 其 作 一 些 介绍 。 


FE EE 


ΒΊΗΙ ΓΒ ΕΗ 5116. ΑΗΗΦΤΑ E Γ 


Fe AB ee — PPR a ΤΕΛΗ, ERR EASE EA DNA 上 的 一 个 地 方 移 位 到 
态 一 个 地 方 。 这 些 可 以 移动 的 遗传 因子 叫做 转 座 因子 (transposable element) 或 转 座 子 
(transposon) 。 移 位 的 发 生 是 通过 转 座 因子 两 端的 DNA 序列 和 宿主 细胞 DNA 的 一 段 
序列 间 发 生 重组 实现 的 (图 11-16)。 我 们 将 看 到 ， 移 位 过 程 可 能 会 也 可 能 不 会 伴随 着 
遗传 因子 的 复制 ， 某 些 情 况 下 ， 这 种 重组 过 程 会 涉及 暂时 性 的 RNA 中 间 体 。 

当 转 座 因子 移 位 时 ， 转 座 因子 通常 对 插入 位 点 几乎 没有 序列 选择 性 ， 所 以 ， 转 座 子 
可 能 会 插入 到 基因 内 部 ， 造 成 基因 完全 失 活 ， 也 会 插入 到 一 个 基因 的 调控 序列 中 ， 造 成 
该 基因 表达 的 改变 。 正 是 这 种 对 基因 功能 和 表达 的 影响 使 得 转 座 子 被 发 现 E 11-4, 
及 本 章 后 面 关于 玉米 因子 和 转 座 子 的 发 现 )。 所 以 ， 并 不 令 人 意外 的 是 转 座 因子 是 许多 
物种 中 新 的 突变 的 主要 来 源 ， 而 它们 也 的 确 是 产生 导致 人 类 遗传 疾病 的 突变 的 一 个 重要 
原因 。 正 是 转 座 因子 这 种 不 加 选择 的 DNA 插入 能 力 ， 使 得 它们 在 经 过 修饰 后 被 用 于 生 
物 实验 中 ， 诱 导 突 变 和 作为 运输 DNA 的 载体 。 
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并 插入 到 新 的 位 点 FA Fe μὲ FH UL 


11-16 一 个 移动 遗传 因子 转 座 到 宿主 DNA 的 一 个 新 位 点 。 某 些 情况 下 ， 重 组 过 程 涉及 转 座 子 从 DNA 上 的 
旧 位 置 被 切除 〈 左 边 );， 在 另 一 些 情 况 下 ， 转 座 子 的 一 个 拷贝 保留 在 原来 的 位 置 上 ， 另 一 个 拷贝 则 插入 到 DNA 
的 新 位 点 (1191). 


所 有 生物 的 染色 体 上 都 有 转 座 因 于。 基因 组 序列 的 比较 分 析 揭 示 了 两 个 尺 人 的 
发 现 : 第 一 ， 转 座 相 关 序 列 可 以 占据 物种 基因 组 中 的 很 大 一 部 分 ， 例 如， 人 和 玉米 
基因 组 的 50% 以 上 是 由 转 座 相关 序列 组 成 的 (包括 转 座 子 片 段 和 被 突变 导致 失 活 
的 “ 死 ” 因 子 片 段 )， 而 这 与 基因 组 中 仅 有 很 小 一 部 分 序列 (在 人 的 基因 组 中 小 于 
2%) 编码 蛋白 形成 了 鲜明 的 对 比 ; 第 二 ， 转 座 子 的 含量 在 不 同 的 基因 组 中 变化 很 
κ (K 11-17)， 例 如 ， 与 人 和 玉米 不 同 ， 果 蝇 和 酵母 的 基因 组 则 富 含 基 因而 缺乏 
IET. 
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11-17 基因 组 上 转 座 子 的 发 生 和 分 布 。 重 复 序列 大 多 数 由 转 座 子 或 转 座 子 相关 序列 所 组 成 (如 被 截 短 的 因 
子 )， 以 绿色 表示 ， 基 因 以 紫色 表示 。a.、 EX; b. A; ο. Rih; d FARER; e 大 肠 杆 菌 。 CRM: Brown 
T. A. 2002. Genomes, 2nd edition, p. 34, Fig. 2. 2 and references therein. ) 
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抱 座 因子 有 很 多 不 同 的 类 型 ， 根 据 不 同 的 结构 和 重组 机 制 可 将 它们 分 为 若干 家 族 。 
下 面 我 们 介绍 3 种 主要 的 转 座 子 家 族 以 及 它们 的 重组 机 制 ， 然 后 介绍 几 个 被 详细 研究 过 
的 转 座 因子 。 在 具体 介绍 转 座 因 子 时 ， 我 们 将 着 重 说 明 转 座 如 何 被 调控 以 平衡 它们 的 存 
人 在、 复制 与 对 宿主 基因 造成 潜在 的 干扰 和 错误 调控 。 

竺 座 的 遗传 重组 机 制 并 不 仅 限于 实现 转 座 子 的 移 位 功能 。 例 如 ， 很 多 病毒 在 感染 时 ， 
也 是 使 用 了 一 种 与 转 座 几乎 相同 的 途径 将 自己 整合 到 宿主 细胞 的 染色 体 上 ， 所 以 病毒 的 整 
合 反 应 在 这 里 与 转 座 一 同 讨论 。 同 样 地 ， 在 细胞 中 改变 基因 表达 模式 的 一 些 DNA 重 排 也 
米 用 了 一 种 类 似 于 转 座 的 机 制 。V(D)J 重组 是 一 个 被 了 解 得 很 清楚 的 例子 。 它 是 疹 椎 动物 
免疫 系统 功能 发 育 中 一 个 必 备 的 反应 。V(D)J 重组 将 在 本 章 最 后 进行 讨论 。 


三 类 基本 的 转 座 因子 


根据 转 座 子 的 结构 及 其 转 座机 制 ， 可 将 其 分 为 以 下 3 个 家 族 . 
1. DNA RET. 
2. 类 病毒 反 转 录 转 座 子 ， 包 括 反 转录 病毒 。 这 些 因 子 又 称 为 LTR (long temninal 
repeat ) KRERET. 
3. RRE (poly-A) 反 转 录 转 座 子 。 这 类 因子 又 称 为 非 病 毒 反 转录 转 座 子 。 
图 11-18 图 解 了 这 3 类 转 座 因子 家 族 的 基本 遗传 结构 。DNA 转 座 子 在 整个 重组 周 
期 中 一 二 保持 DNA 的 形态 ， 它 通过 DNA 链 的 断裂 和 重新 连接 实现 移 位 ， 在 这 一 点 上 
它 与 保守 性 位 点 特异 性 重组 因子 移 位 的 方式 很 相似 。 两 种 反 转 录 转 座 子 的 移 位 都 需要 _- 
个 暂时 性 的 RNA 中 间 体 的 参与 。 
a DNA 转 座 子 
邻近 宿主 


目标 位 ”终端 反 向 
反复 制 ”重复 序列 


b 类 病毒 反 转 录 转 座 子 / Re RI 


图 11-18 3 类 转 座 因子 的 遗传 结构 。a. DNA 转 座 。 其 成 分 包括 作为 重组 位 点 的 终端 反 向 重复 序列 〈 绿 色 含 白 
ERAO 和 一 个 编码 转 座 酶 的 基因 。b. 类 病毒 反 转 录 转 座 子 及 反 转 录 病 毒 。 包 括 两 端的 长 终端 重复 序列 
(LTR) 及 其 间 编 码 整合 酶 及 反 转 录 酶 CRT) 的 区 域 。c. 聚 腺 苷 酸 反 转录 转 座 子 。 两 端 在 55 和 3'UTR 序列 内 ， 
以 及 编码 两 个 酶 的 序列 : RNA 结合 酶 (ORF1) 和 一 个 同时 具有 反 转 录 酶 和 核酸 内 切 酶 功能 的 酶 (ORF2)、 
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DNA 转 座 子 上 玫 有 一 个 转 座 酶 基因 ， 两 端 是 重组 位 后 


DNA 转 座 子 上 携带 有 既 作 为 重组 位 点 的 DNA 序列 又 编码 参与 重组 的 蛋白 质 的 基 
因 (图 11-18a)。 转 座 因子 两 端的 重组 位 点 以 反 向 重复 序列 排 布 ， 这 些 末 端 反 向 重复 序 
列 的 长 度 从 25 到 几 百 碱 基 对 不 等 ， 它 们 并 不 是 严格 意义 上 的 重复 序列 ， 并 且 带 有 重组 
酶 识别 序列 。 众 化 转 座 的 重组 酶 通常 叫做 转 座 酶 (transposase) | A HY tH AY EA ΠΒ 
(integrase) |, 

DNA 转 座 子 市 有 编码 目 身 转 座 酶 的 基因 ， 也 可 能 会 携带 一 些 其 他 基因 ， 这 些 基 因 
编码 的 重 昌 质 可 能 调节 转 座 ， 也 可 能 为 转 座 因子 或 和 宿主 细胞 提供 一 些 有 益 的 功能 。 例 
如 ， 很 多 细菌 DNA 转 座 子 上 携 市 的 基因 所 编码 的 蛋白 质 能 够 提高 细菌 对 一 个 或 多 个 抗 
生 率 的 抗 性 。 因 此 ， 这 种 转 座 子 的 存在 使 得 宿主 细胞 具有 了 对 该 抗生素 的 抗 性 。 

紧邻 转 座 子 两 端的 DNA 序列 有 一 个 短 的 重复 序列 片段 〈2 一 20bp)， 这 些 片 段 的 排 
布 为 正 问 重复， 叫做 靶 位 点 重复 (target site duplication) ， 产 生 于 重组 过 程 中 ， 我 们 将 
在 下 面 对 此 进行 讨论 。 


转 座 子 包括 目 主 转 座 子 和 非 目 主 转 座 子 


珊 有 一 对 末端 反 回 重复 序列 和 一 个 转 座 酶 基因 的 DNA 转 座 子 ， 本 身 具 备 了 促成 自 
身 转 座 的 所 有 和 条件， 这 类 因子 叫做 目 主 转 座 因 子 (autonomous transposon), 。 然 而 ， 在 
基因 组 上 还 有 很 多 比较 简单 的 可 移 位 DNA 片段 ， 叫 做 非 自 主 转 座 子 (nonautonomous 
transposon) ， 它 们 仅 有 末 问 反 回 重复 序列 ， 即 转 座 所 需 的 cis-acting 序列 。 细 胞 中 自主 
枝 座 于 表达 的 转 座 酶 会 识别 这 些 末 端 反 加 重复 序列 ， 从 而 帮助 非 自 主 转 座 因 子 发 生 移 
位 。 但 是 在 没有 “帮助 者 ” 转 座 子 (产生 转 座 酶 ) 存在 时 ， 非 自主 转 座 因子 只 能 竺 在原 
类 病毒 反 转 隶 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 珊 有 末端 重复 序列 和 两 个 对 重组 很 重要 的 
基因 


类 病毒 反 转 录 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 也 带 有 反 回 末端 重复 序列 ， 它 们 是 重组 酶 结合 和 
作用 的 位 点 (图 11-18b)。 末 端 反 向 重复 序列 艇 入 在 较 长 的 重复 序列 中 ， 它 们 以 正 向 重 
复 形 式 排 列 在 转 座 因子 两 问 ， 叫 做 长 末端 重复 序列 (long terminal repeat) 或 LTR。 类 
病毒 反 转录 转 座 子 编码 两 种 移 位 所 需 的 和 蛋 日 质 ， 整合 酶 ( 转 座 酶 ) 和 反 转 录 酶 。 

反 转 录 酶 (reverse transcriptase, RT) 是 一 种 特殊 类 型 的 DNA 聚合 酶 ， 它 能 以 
RNA 为 模板 合成 DNA。 转 座 需 要 有 这 个 酶 ， 因 为 转 座 过 程 要 求 有 一 个 RNA 中 间 体 的 
参与 。 由 于 这 些 因 子 将 RNA 转变 成 DNA， 与 正常 的 中 心 法 则 (DNA 到 RNA) 相反 ， 
所 以 称 为 “ 反 式 ”因子 。 类 病毒 反 转 录 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 的 区 别 是 : 反 转 录 病 毒 的 基 
因 组 被 组 滩 到 病毒 颗粒 内 ， 离 开 答 主 细胞 再 去 感染 新 的 细胞 ; 而 反 转 录 转 座 子 只 能 在 一 
个 细胞 内 移 位 到 一 个 新 的 DNA 位 点 ， 但 不 能 离开 宿主 细胞 。 与 DNA 转 座 子 一 样 ， 这 
些 因 子 两 端 也 是 短 的 靶 位 点 重复 序列 ， 它 们 是 在 重组 过 程 中 产生 的 。 
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像 基 因 的 聚 腺 昔 酸 反 转 录 转 座 子 


育 腺 苷 酸 反 转录 转 座 子 没有 其 他 转 座 子 所 带 的 末端 反 向 重复 序列 ， 相 反 ， 它 的 两 端 
序列 含有 完全 不 同 的 成 分 〈 图 11-18c) 。 一 端 称 为 5 UTR， 另 一 端 是 3'UTR， 它 带 有 一 
串 叫 做 聚 腺 苷 酸 序列 (poly-A sequence) 的 A-T 碱 基 对 ， 这 些 因子 两 六 也 有 短 的 靶 位 
点 重复 序列 。 

反 苇 录 转 座 子 带 有 两 个 基因 ，ORF1 和 ORF2, ORF1 编码 一 个 RNA 结合 蛋白 ， 
ORF2 编码 的 和 蛋白 质 同时 具有 反 转 录 酶 和 核酸 内 切 酶 的 作用 。 尽 管 这 个 蛋白 质 与 其 他 转 
座 子 家 族 编码 的 转 座 酶 和 重组 酶 不 同 ， 但 它 在 重组 过 程 中 也 起 着 关键 作用 。 与 DNA 转 
座 于 和 类 病毒 转 座 子 一 样 ， 聚 腺 苷 酸 反 转录 转 座 子 也 存在 自主 转 座 子 和 非 自主 转 座 子 两 
种 形式 。 此 外 ， 基 因 组 序列 分 析 表 明 ， 很 多 5'UTR 序列 不 完整 的 断裂 转 座 子 失去 了 转 
座 的 能 力 。 


DNA 转 座 的 剪 切 -粘贴 机 制 


DNA 苇 座 子 、 类 病毒 反 转 录 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 都 用 一 种 类 似 的 重组 机 制 把 它们 
的 DNA 插入 到 一 个 新 的 位 点 。 我 们 首先 来 了 解 一 下 最 简单 的 转 座 反 应 : DNA 转 座 子 
非 复 制 性 移 位 的 机 制 。 这 个 重组 过 程 包括 转 座 子 从 DNA 上 初始 位 置 的 切除 以 及 将 这 个 
切 下 来 的 转 座 子 整合 到 一 个 新 的 DNA 位 点 ， 因 此 把 这 个 机 制 叫做 前 切 -粘贴 转 座 〈cut 
and-paste transposition) (图 11-19). 

开始 重组 时 ， 转 座 酶 结合 到 转 座 子 两 端的 反 向 重复 序列 上 。 一 旦 转 座 酶 识别 了 这 些 
序列 ， 它 就 将 这 两 端 聚 集 在 一 起 形成 一 个 稳定 的 蛋白 质 -DNA 复合 体 ， 这 个 复合 体 被 称 
为 突 触 复合 体 (synaptic complex) 或 转 座 体 (transpososome)， 它 包含 一 个 转 座 酶 的 
BRM GHIA 2 一 4 个 亚 基 ) 和 两 个 DNA 末端 ( 见 下 文 )。 这 个 复合 体 的 功能 是 确保 
Fe EFAS (LT Tis AY DNA 断裂 和 重新 连接 能 够 在 转 座 因子 两 端 同时 发 生 ， 此 外 ， 还 能 在 
车 组 过 程 中 你 护 DNA 末端 免 受 细胞 中 酶 的 作用 。 下 一 步 是 将 转 座 子 DNA 从 基因 组 的 
原始 位 置 上 切除 。 转 座 子 上 的 转 座 酶 亚 基 先 断 裂 转 座 子 每 端的 一 条 单 链 ， 断 裂 位 置 就 在 
FIET DNA 和 它 所 插入 的 宿主 序列 间 的 连接 处 〈 该 区 域 叫做 flanking host DNA)。 转 
座 酶 切断 DNA 后 ， 转 座 因 子 DNA 末端 带 有 游离 的 3' 羟 基 基 团 。 要 完成 断裂 反应 ， 每 
ig HA — R DNA 单 链 也 需要 被 切断 ， 而 不 同 的 转 座 子 断裂 这 第 两 条 单 链 的 机 制 各 不 相 
同 〈 这 些 单 链 的 5 端 位 于 转 座 子 与 宿主 DNA 连接 处 ) ， 这 些 机 制 将 在 下 面 将 进行 描述 。 

枝 座 于 被 切除 后 ， 被 转 座 酶 首先 释放 的 3' 端 羟基 攻击 新 插入 位 点 的 DNA 磷酸 二 酷 
fe, MIU AY DNA 片段 叫 靶 DNA (target DNA), MEIKLE, we 
DNA 本 质 上 可 以 是 任何 序列 。 攻 击 的 结果 是 将 转 座 子 DNA 共 价 连接 到 靶 DNA E, 而 
在 每 个 DNA 连接 反应 中 ， 靶 DNA 上 会 产生 一 个 缺口 (图 11-19). 。DNA 连接 反应 是 通 
过 一 步 酮 基 转 移 作 用 实现 的 ， 它 又 被 称 为 DNA 单 链 交 换 (DNA strand transfer), (KI 
11-20) RNA 均 接 中 就 使 用 了 类 似 的 机 制 来 连接 核酸 单 链 (第 13 BS), 

特 座 体 确保 转 座 子 两 端的 DNA 一 起 攻击 同一 丢 位 点 的 两 条 链 ， 这 两 个 链 上 被 攻击 
的 位 点 通常 相差 几 个 碱 基 (如 比较 常见 的 是 相隔 2 个、5 个 和 9 个 碱 基 ) ， 这 个 距离 对 
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因子 在 DNA 上 的 旧 的 位 点 
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两 股 DNA 
都 发 生前 切 (断裂 ) 
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新 πα 
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点 的 复制 点 的 复制 
11-19 剪 切 -粘贴 的 转 座机 制 。 如 图 所 示 ， 一 个 转 座 子 从 灰色 宿主 DNA 的 一 个 靶 位 点 转移 到 蓝 色 DNA 上 的 新 
R. TERRE DNA 单 链 交换 反应 中 靶 DNA 断裂 位 点 的 黏 性 末端 使 新 的 靶 位 点 上 生成 短 的 重复 序列 〈 靶 位 点 复 
制 )。 原 插入 位 点 的 DNA ORE) 由 于 转 座 子 的 切除 留 下 了 一 个 双 链 的 断裂 ， 这 个 断裂 可 以 通过 非 同 源 未 端 连接 
或 同 源 重组 的 方式 被 修复 〈 见 第 9 章 和 第 10 章 )。 注 意 : 为 简洁 起 见 ， 图 中 的 化 学 步骤 未 标示 出 结合 蛋白 质 。 


每 种 苇 座 子 来 说 都 是 固定 的 ， 由 此 产生 邻近 转 座 子 两 端的 靶 位 点 短 重复 序列 〈 将 在 下 节 
WH). —H DNA 单 链 转移 完成 ， 转 座 体 的 任务 也 就 完成 了 ， 剩 下 的 重组 步 又 由 细胞 
内 的 DNA 修复 蛋白 来 完成 。 
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11-20 DNA 单 链 转移 的 详细 化 学 步骤 为 简洁 起 见 ， 图 仅 示 转 座 子 和 靶 DNA 的 单 链 。 


前 切 -粘贴 转 座 中 的 中 间 体 由 缺口 修复 来 完成 


在 DNA 单 链 转移 后 产生 的 DNA 中 间 体 结构 使 转 座 子 DNA 的 3' 端 结合 到 丢 DNA 
上 。 这 个 结构 还 带 有 靶 DNA 上 的 两 个 缺口 ， 它 们 产生 于 DNA 单 链 转移 过 程 中 。 转 座 
ΓΌΝΑ 单 链 上 的 两 个 位 点 被 转移 到 革 位 点 的 两 条 单 链 上 ， 这 两 条 单 链 的 断 点 相隔 几 个 
核 甘 酸 ， 这 导致 在 插入 的 转 座 子 两 端 出 现 了 短小 的 单 链 DNA 缺口 ， 这 些 缺 口 会 被 宿主 
细胞 自身 编码 的 DNA 修复 聚合 酶 填补 。 要 说 明 的 是 ，DNA 单 链 转移 步骤 中 靶 DNA Ki 
裂 所 产生 的 3 羟基 端 可 以 作为 修复 合成 中 的 引物 (E 11-18) 。 填 补缺 口 的 结果 是 造成 
产生 邻近 转 座 子 的 靶 位 点 的 复制 〈 见 上 面 )。 所 以 ， 靶 位 点 重复 序列 的 长 度 表 明了 DNA 
单 链 转 移 中 靶 DNA 的 两 条 单 链 上 被 攻击 位 点 的 距离 。 在 缺口 的 修复 完成 后 ， 还 需要 
DNA 连接 酶 来 封闭 DNA 单 链 。 

BY DBA a Fe EE ER A BY DNA 位 点 处 也 留 下 了 一 个 断裂 的 双 链 ， 它 必须 被 
修复 以 维持 宿主 细胞 基因 组 的 完整 。 通 过 同 源 重组 来 修复 双 链 DNA 断裂 在 第 10 音 中 
已 讲 过 ， 而 这 些 断 裂 有 时 也 会 直接 重新 连接 起 来 。 下 面 在 Tcl /mariner 转 座 子 家 族 的 
讨论 中 我 们 就 会 看 到 这 个 现象 。 


DNA 转 座 中 断裂 非 转 移 链 的 多 种 机 制 
如 前 所 述 ， 转 座 酶 通过 断裂 转 座 因子 的 3' 端 和 促进 DNA 单 链 的 转移 来 实现 前 切 - 
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粘贴 转 座 过 程 。 然 而 ， 通 过 这 种 机 制 移 动 的 转 座 子 也 需要 断 开 转 座 子 与 邻近 宿主 DNA 
连接 处 的 5 端 链 。 这 些 单 链 叫 非 转移 链 (nontransferred strand), ， 其 5' 端 在 DNA 单 链 
枝 移 反应 期 间 并 不 直接 连 到 靶 DNA 上 。 不 同 的 转 座 子 催化 第 二 条 单 链 断 裂 反应 的 机 制 
各 不 相同 (图 11-21) ， 这 里 介绍 2 种 方法 。 


图 11-21 非 转 移 链 断 裂 的 3 种 机 制 。a， 通 过 一 种 非 转 座 酶 来 切断 。b， 转 座 酶 催化 一 条 单 链 攻击 相对 链 形成 发 
卡 形 的 DNA 中 间 体 ， 在 这 种 机 制 中 ， 是 转移 链 攻击 非 转移 链 。 然 后 这 两 个 发 卡 形 末 端 再 被 转 座 酶 水 解 打开 。f 
Hermes 转 座 子 使 用 的 是 通过 形成 发 卡 切割 第 二 条 单 链 的 另 一 种 机 制 。 在 这 种 机 制 中 ， 先 导 链 〈 非 转移 链 ) 首先 
断裂 ， 并 且 发 卡 结构 在 插 人 起 始 位 点 形成 ， 而 不 是 在 转 座 子 未 端 。 


用 来 断裂 非 转移 单 链 是 非 转 座 酶 的 一 种 酶 ΓΗ͂ 11-21)。 例 如 ， 细 菌 的 Tn7 转 座 子 
编码 的 一 种 特殊 和 蛋白质 (TnsA) 就 有 这 种 作用 (图 11-21a) 。TnsA 的 结构 与 核酸 内 切 
酶 很 相似 ， 它 与 Tn7 自身 编码 的 转 座 酶 (TnsB ΕΠ) 组 装 在 一 起 ， 共 同 作用 将 转 座 子 
从 原来 的 位 点 上 切除 下 来 。 

断裂 非 转移 链 的 另 一 种 方法 由 转 座 酶 自身 完成 ， 它 用 一 种 DNA 酯 基 转 移 机 制 ， 其 
过 程 与 DNA 单 链 转移 相似 。 例 如 ， 在 Tn5 和 Tn10 转 座 子 断裂 非 转 移 链 时 就 产生 一 个 
“DNA 发 卡 ” 结 构 。 为 了 形成 发 卡 结构 ， 转 座 酶 用 先 断 开 的 转 座 子 DNA 3' 端 跨 过 DNA 
双 螺 旋 直 接 攻 击 另 一 条 单 链 的 磷酸 二 酯 键 (图 11-21b) ， 结 果 既 断裂 了 被 攻击 的 DNA 
单 链 ， 又 将 其 与 转 座 子 DNA3 端 与 缺口 的 一 端 共 价 连 到 一 起 。 结 果 ， 两 条 DNA 单 链 通 
过 一 个 环形 末端 共 价 连接 在 一 起 ， 其 结构 让 人 联想 到 一 个 发 卡 。 
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然后 发 卡 DNA 的 末端 被 转 座 酶 断裂 〈 打 开 ) ， 产 生 一 个 标准 的 双 链 DNA 断裂 ， 打 
开 反 应 在 转 座 子 DNA 两 端 进 行 。 这 一 步骤 一 旦 完成 ，DNA 因子 的 3' 端 就 准备 通过 
DNA 单 链 转移 反应 连接 到 一 个 新 的 靶 DNA ΓΕ. 

Hermes 转 座 子 是 hAT 因子 家 族 的 一 个 成 员 ， 也 通过 DNA 发 卡 中 间 体 从 旧 的 
DAN 插入 位 点 上 切除 转 座 子 ， 但 是 切割 单 链 和 酯 基 转 移 反 应 的 顺序 有 所 不 同 。 这 
里 DNA 发 卡 在 宿主 细胞 的 DNA 上 形成 ， 而 不 是 在 转 座 因子 的 末端 (图 11-21ς). 
企 本 章 的 后 面 我 们 会 看 到 ， 这 种 DNA 切割 和 重新 连接 的 方式 与 研究 发 现 的 V(D)J 
重组 的 早期 步骤 是 十 分 相似 的 。 这 种 机 制 的 相似 性 成 为 一 个 假说 的 有 力 支持 ， 该 候 
襄 认 为 ，V(D)J 重组 是 在 疹 椎 动物 进化 过 程 中 ， 由 宿主 机 体 捕 获 和 “驯服 ” 转 座 
TJERK. 

SEER 11-21 中 未 标示 出 来 ， 转 座 子 两 端 DNA 的 断裂 也 可 以 通过 转 座 子 两 未 端 
间 的 酯 基 转 移 反 应 完成 。 在 这 种 情况 下 ， 一 个 断裂 的 3-OH 端 攻 击 转 座 因子 上 同一 单 
链 的 为 一 端 ， 产 生 的 DNA 中 间 体 进一步 反应 得 到 切除 的 转 座 子 。IS3 转 座 子 家 族 就 是 
使 用 这 种 机 制 。 

为 什么 转 座 酶 会 用 酯 基 转 移 作 用 作为 断裂 机 制 呢 ? 这 可 能 是 一 种 经 济 的 解决 办 法 。 
Fe ENE ALA LA PSEA AE: O 催化 转 座 子 DNA 3' 端 的 位 点 特异 性 水 解 ，@ ΗΕ ΠΕ 
移 作 用 将 此 末端 变 为 非特 异性 位 点 。 而 当 同 样 的 反应 作用 于 一 个 新 的 DNA 位 点 时 ， 
(例如 : 起 始 切割 位 点 的 相对 链 ) 就 可 以 帮助 转 座 酶 将 转 座 子 切除 ， 因 此 ， 这 个 机 制 就 
使 转 座 子 无 需 再 编码 一 个 酶 来 断裂 非 转移 链 。 


DNA 的 复制 性 转 座 


一 些 DNA 转 座 子 使 用 的 机 制 是 复制 性 转 座 (replicative transposition), Ες p] 
于 在 每 个 转 座 过 程 中 进行 了 复制 。 虽 然 转 座 反应 的 结果 明显 不 同 ， 但 我 们 可 以 看 出 ， 其 
捍 组 机 制 与 剪 切 -粘贴 转 座 非常 相似 (图 11-22). 

复制 性 转 座 的 第 一 步 是 转 座 酶 蛋白 和 转 座 子 DNA 两 端 装配 成 一 个 转 座 体 。 像 在 前 
切 - 粘 贴 转 座 中 看 到 的 一 样 ， 形 成 转 座 体 对 协调 转 座 子 DNA 两 端的 断裂 和 重新 连接 是 
非常 重要 的 。 

第 二 步 是 转 座 子 末端 DNA 的 断裂 。 这 个 反应 是 在 转 座 体 内 由 转 座 酶 催化 的 。 转 座 
酶 在 转 座 子 序列 与 邻近 的 宿主 DNA 连接 处 诱导 产生 一 个 缺口 〈 图 11-22) ， 这 个 断裂 使 
得 转 座 子 序列 的 两 个 3 -OH DNA 末端 获得 释放 。 与 前 切 - 粘 贴 转 座 不 同 ， 这 时 转 座 子 
DNA 并 不 从 原来 的 序列 上 被 切除 ， 这 一 点 是 这 两 种 转 座 最 大 的 不 同 。 

然后 ， 转 座 子 DNA 的 3 -OH 末端 通过 DNA 单 链 的 转移 反应 被 连接 到 靶 DNA 位 
点 上 ， 这 一 机 制 与 前 面 的 剪 切 -粘贴 转 座 相 同 。 但 是 ， 这 里 产生 的 中 间 体 是 双 交 又 的 
DNA DF (K| 11-22) 。 在 此 中 间 体 中 ， 转 座 子 的 3' 端 被 共 价 连接 到 新 的 靶 位 点 ,而 5 
闹 仍 与 原来 的 邻近 DNA 相连 。 

中 间 产 物 的 两 个 DNA 交叉 形成 一 个 复制 又 结构 (第 8 BE), DNA 单 链 转移 后 ， 宿 
主 细胞 的 DNA 复制 蛋白 将 组 装 到 交 义 上 。 在 一 个 已 经 充分 研究 的 复制 性 转 座 例子 中 
(Mu 喉 梢 体 ， 下 面 将 讲 到 )， 蛋 白质 特异 性 地 组 装 到 两 个 交叉 中 的 一 个 上 (图 11-22 下 


。 346 。 


第 11 章 


位 点 特异 性 重组 和 DNA 3 


转移 单 链 的 供 
体 DNA B97) 


复制 叉 形 
(在 左边 的 缺口 ) 


图 11-22 复制 性 转 座 的 机 制 。 转 座 体 在 转 座 
子 两 端 诱导 形成 缺口 ， 露 出 3 -OH 端 。 然 后 
这 些 羟 基 攻 击 靶 DNA， 并 通过 DNA 单 链 转 
移 与 之 连接 。 注 意 在 转 座 子 的 每 一 端 只 有 一 
条 单 链 插 入 靶 位 点 ， 形 成 了 一 个 双 交 叉 的 
DNA 绪 构 。 细 胞 的 复制 成 分 组 装 到 其 中 一 个 
“交叉 ”( 图 中 左边 ) ， 将 整个 转 座 子 序列 进行 
复制 。 生 成 的 产物 叫做 共和 体 ， 它 有 两 个 通 
过 转 座 子 两 个 拷贝 连接 起 来 的 起 始 环形 DNA 
分 子 。 交 义 中 间 体 的 单 链 DNA 缺口 产生 了 和 靶 
位 点 的 复制 ， 这 些 复 制 在 图 中 没有 明确 标 出 。 
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图 )。 以 断 开 的 靶 DNA 3 端 为 引物 进行 DNA 合成 ， 复 制 沿 转 座 子 序列 进行 直到 第 二 个 
交叉 处 停止 。 此 复制 反应 产生 2 个 拷贝 的 转 座 子 DNA， 复 制 产 物 两 端 是 短小 的 正 向 排 
列 靶 位 点 重复 序列 。 

复制 性 转 座 和 常常 会 造成 染色 体 的 倒 位 和 丢失 ， 这 对 宿主 细胞 有 很 大 的 危害 性 。 这 种 
超 即 所 寻 致 的 重 排 有 时 会 对 复制 性 转 座 造 成 不 利 的 结果 。 或 许 这 就 是 为 什么 很 多 转 座 因 
子 进化 出 在 插入 到 新 位 点 前 即将 其 从 原 位 点 完全 切除 的 方法 。 转 座 子 切除 后 就 避免 了 对 
答 主 基因 组 造成 较 大 的 干扰 。 下 面 我 们 将 会 讨论 到 ， 通 过 一 个 RNA 中 间 体 也 可 以 避免 
转 座 造成 的 干扰 性 重 排 。 


类 病毒 反 转录 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 通 一 个 RNA 中 间 体 实现 移 位 


类 病毒 反 转 录 转 座 子 和 反 转 录 病 毒 插 入 到 窒 主 细胞 基因 组 的 新 位 点 ， 所 用 的 DNA 
WAR DNA 单 链 转移 步骤 与 前 面 讲 的 DNA 转 座 相同 。 但 不 同 的 地 方 是 ， 这 些 反 转录 
因子 的 重组 需要 一 个 RNA 中 间 体 的 参与 。 

特 座 周期 开始 于 反 转 录 转 座 子 (或 反 转 录 病 毒 ) DNA 序列 在 细胞 内 的 ΕΝΑ 聚合 
酶 的 催化 下 转录 得 到 RNA。 和 转录 起 始 于 LTR (图 11-23) 中 的 一 个 启动 子 序列 ， 一 
直 穿 过 整个 因子 得 到 转 座 因子 的 一 个 几乎 全 长 的 RNA 拷贝 ,然后 RNA 反 转 录 成 一 
个 双 链 DNA 分 子 ， 这 个 DNA 分 子 叫 做 cDNA (复制 的 DNA), Έ if FS Fa E DNA 
序列 之 外 。 

这 个 cDNA 能 够 被 整合 酶 (与 DNA 因子 的 转 座 酶 高 度 相 关 的 一 种 和 蛋白质， 下 面 
将 会 看 到 ) 识别 并 被 重组 到 一 个 新 的 靶 DNA 位 点 。 整 合 酶 结合 到 DNA 的 末端 ， 然 
后 从 每 条 单 链 的 3 端 切 下 几 个 核 苷 酸 ， 这 个 断裂 反应 与 DNA jii DNA 断裂 步 
又 相同 。 当 用 于 整合 的 耳 接 前 体 DNA 由 RNA 模板 反 转 录 生 成 后 ， 它 已 经 呈 一 个 被 
切除 的 转 座 子 形态 。 因 此 ， νὰ ην — RENON. 然后 通过 
DNA 单 链 转移 反应 ， 整 合 酶 催化 将 断 开 的 3 端 插 和 人 到 宿主 细胞 基因 组 的 靶 位 点 。 上 
面 讲 过 ， 这 些 计 位 点 本 质 上 可 以 是 任何 DNA 序列，DNA 单 链 转移 后 在 靶 位 点 产生 的 
峡 口 由 笨 主 细胞 的 DNA 修复 蛋白 填补 并 完成 重组 。 这 个 缺口 修复 反应 造成 靶 位 点 的 
复制 。 

由 于 产生 RNA 中 间 体 的 转录 过 程 起 始 于 LTR 的 内 部 ， 所 以 RNA 没有 携带 全 长 的 
LTR 序列 ， 转 录 起 始 位 点 到 转 座 因子 末端 之 间 的 序列 丢失 了 。 因 此 ， 在 反 转 录 过 程 中 
需要 一 个 特殊 的 机 制 来 产生 全 长 的 转录 因子 。 在 反 转 录 过 程 中 ， 有 两 个 内 部 引物 合成 和 
两 个 单 链 转换 反应 (本 过 程 详 见 框 11-3， 反 转录 病毒 CDNA 的 合成 途径 ) 。 这 些 转 换 造 
成 了 cDNA 末端 序列 的 复制 ， 这 样 CDNA 序列 就 完整 了 ， 重 构 的 LTR 序列 补偿 了 转录 
过 程 中 丢失 的 区 域 。LTR 的 这 次 重 构 对 于 重组 酶 识别 CDNA 和 后 续 的 重组 过 程 是 至 关 
重要 的 。 
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图 11-25 反 转 录 病 毒 整合 机 制 和 类 病毒 反 转录 转 座 子 的 转 座 。 上 边 图 例 表 示 已 整合 的 前 病毒 。LTR 序列 的 详 
细 图 示 见 框 11-3。 如 图 所 示 ， 病 毒 RNA 的 转录 启动 子 位 于 左边 的 LTR τμ, 该 病毒 RNA 的 cDNA 合成 过 程 详 
见 框 11-3。 整 合 酶 催化 的 DNA 前 切 和 单 链 转移 步骤 如 此 图 所 示 。 
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Bis 转 en is E DNA A 的 合成 途 


a . 列 的 结 *. pe LTR 3 3 AR 列 因子 构 U3 Ok pie 的 3! 3 4), R a 复 
列 ) 和 U5 (独特 的 5' 端 )。 反 转 录 病 毒 基 因 组 的 整合 拷贝 转录 生成 了 两 端 为 R 序列 的 
病毒 ΚΝΑ GEIS 图 1)。 因 此 ， 在 反 转 录 过 程 中 ， 必 须要 合成 一 个 额外 的 U3 和 Us 

下 面 将 要 讲 到 ， 发 生 复制 的 原因 是 在 RNA 基因 组 内 部 äl 发 了 DNA 的 合成 和 在 复 
时 δν’ > aS 两 次 。 


| κ... a ο ο. ο ο - 


, U3 R US ο... 


αμα m — ERRES ERNA ARON AMMA A, canta μα _ 


o 一 日 Serre AR 录 酶 以 4 Ἴ 下 的 RNA 为 楼板 继续 
| ΝΑ 的 合成 ， ae 3 图 26) > 得 到 的 DN A 单 链 终 “aE 于 PBS B 列 的 3 = > 这 这 条 RNA 
ἃ KIAINA RNE ase 日 移 去 o Uo Rideo = = 

RNase Η 介 导 的 病毒 RNA 降解 也 产生 了 一 个 作 为 合成 和 第 二 条 cDNA err η, the 的 
ee -µέθης x 的 U3 3” ji 边缘 可 与 一 个 叫 多 嗓 吟 区 polypurine tract, 
t< 这 一 引 in 的 的 延伸 将 Us、 R, U5 和 PBS S $a 
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由 上 可 以 看 出 ， 在 DNA 转 座 和 类 病毒 反 转 录 转 座 子 及 反 转 录 病 毒 的 DNA 移 位 过 
程 中 ， 转 座 子 DNA (或 cDNA) 3 端的 断裂 和 单 链 转移 反应 都 是 共有 的 步 又。 这 一 重 
组 机 制 的 保守 性 可 由 转 座 酶 及 整合 酶 蛋白 的 结构 得 到 反映 (图 11-24) 。 高 分 辩 率 结构 
揭示 出 许多 不 同 的 转 座 酶 和 整合 酶 上 的 催化 结构 域 有 着 相同 的 三 维 结构 。 这 个 催化 结构 
RES T 3 个 进化 保守 的 酸性 氨基 酸 : 两 个 天 冬 氨 酸 D MARAR EŒ). PA, X 
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11-24 转 座 酶 和 整合 酶 催化 结构 域 的 相似 性 。a. 从 右 至 左 依次 为 Της 转 座 酶 (Davies D. R. et al. 2000. 
Science 289; 77-85), Mu 叭 菌 体 转 座 酶 (Rice P. and Mizuuchi K. 1995. Cell 82: 209-220) 和 RSV 整合 酶 
(Chook Y. M. etal. 1994. J. Mol. Biol. 240: 476-500) 的 保守 核心 结构 域 。 它 们 相同 的 二 级 结构 成 分 以 相同 
的 颜色 表示 。DDE 基 序 (moti) 的 活性 位 点 残 基 以 球 棒 模 型 表示 。 图 形 通过 BobScript, MolScript 和 Raster 3D 
软件 制作 。b. 如 a 中 所 示 的 3 个 和 蛋白质 的 结构 域 的 图 解 ，N 端的 域 结 合 DNA, Ala 的 中 间 的 结构 域 包含 了 众 
化 区 ，C 端的 结构 域 参 与 组 疲 转 座 体 所 需 的 和 绰 白 质 与 绰 白 质 相 互 作用 ， 以 及 与 调 尼 重组 的 其 他 和 绰 白 质 发 生 相 互 
作用 。 (来 源 ，Rice P. A. and Baker T. A. 2001. Nat. Struct. Biol. 8: 302-307. ) 
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失重 组 酶 被 归 类 为 DDE 基 序 (motif) 的 转 座 酶 /整合 酶 蛋白 。 这 些 酸性 氨基 酸 构成 了 
部 分 的 活性 位 点 以 及 协调 反应 活性 所 需 的 二 价 金 属 离子 (如 Mg2+ Mnt) (ΠΕ DNA 
聚合 酶 ， 第 8 章 )。 这 类 蛋白 质 的 一 个 显著 特点 是 它们 用 这 一 个 位 点 既 催化 DNA 断裂 
义 催 化 DNA 单 链 转移 ， 而 不 是 用 两 个 活性 位 点 来 分 别 催化 这 两 个 化 学 反应 。 

除了 结构 高 度 保 守 的 催化 结构 域外 ， 其 他 区 域 在 这 个 蛋白 质 家 族 中 是 不 保守 的 。 
这 些 非 保守 区 域 编码 位 点 特异 性 的 DNA 结合 域 以 及 参与 蛋白 质 相互 作 用 的 区 域 ， 这 
征 组 猴 特 异性 针对 各 个 重组 因子 的 蛋白 质 - DNA 复合 体 时 所 必需 的 。 这 样 ， 这 些 独 
特 的 区 域 确保 了 转 座 酶 或 整合 酶 只 催化 编码 自己 的 转 座 因子 或 是 与 其 高 度 相关 因子 的 
重组 。 

巷 座 酶 和 整合 酶 只 有 结合 在 DNA 上 形成 突 触 复合 体 (或 叫 转 座 体 ) 时 才 有 活性 
(如 前 所 述 ) TnS 转 座 酶 结合 到 一 对 转 座 子 末端 DNA 片段 时 的 晶体 结构 让 我 们 清楚 地 
了 解 到 这 一 点 (图 11-25) 。 与 这 些 DNA 片段 〈 即 一 个 转 座 子 的 未 端 ) 其 中 一 个 相 结合 
的 重组 酶 识别 序列 上 的 转 座 酶 亚 基 ， 为 转 座 子 另 一 端的 DNA 断裂 和 DNA 单 链 转 移 反 
应 提供 了 催化 结构 域 。 正 是 由 于 这 个 亚 基 的 结构 ， 只 有 在 两 个 亚 基 和 一 对 DNA 未 端 一 
起 构成 复合 体 时 ， 转 座 酶 才 被 放置 到 正确 的 重组 位 置 。 


REER (poly-A) 反 转 录 转 座 子 通过 一 种 “ 反 向 剪 切 ”机 制 进行 移 位 


FIR ET IBS FG AREF, {ΠΛΗ LINE 因子 的 移 位 需要 一 个 RNA 中 间 体 ， 但 其 转 
座机 制 与 类 病毒 转 座 因 子 有 所 不 同 ， 它 的 机 制 叫做 靶 位 点 引导 反 转 录 (target site 
primed reverse transcription) (图 11-26) 。 首 先是 细胞 内 RNA 聚合 酶 对 整合 因子 的 转 
K (K 11-26a) 。 尽 管 启动 子 在 5 UTR 内 ， 这 时 它 能 指导 起 始 于 转 座 因子 序列 的 第 一 个 
核 甘酸 的 RNA 合成 。 

新 合成 的 RNA 被 转运 到 细胞 质 中 翻译 成 ORF1 和 ORF? 两 个 蛋白 质 ( 见 上 面 的 讨 
论 )。 这 些 蛋 白质 与 编码 它们 的 RNA 保持 结合 (图 11-26b) 。 转 座 因子 以 这 种 方式 促进 
耳目 身 的 转 座 ， 而 不 为 其 他 竞争 因子 贡献 蛋白 质 。 

这 个 鳃 日 质 -RNA 复合 体重 新 进入 核 内 并 与 细胞 DNA 结合 (图 11-26c) 已 知 
ORF2 和 焦 日 同时 具备 核酸 内 切 酶 和 反 转 录 酶 的 活性 ， 这 个 核酸 内 切 酶 通过 在 染色 休 
DNA 上 产生 一 个 缺口 来 启 始 整合 反应 (图 11-26d) 。 富 含 胸腺 喀 啶 〈T) 的 序列 是 具 
汤 牧 起 同 的 位 点 。 在 断裂 位 点 出 现 的 多 个 全 使 得 DNA 与 RNA ΒΗ Τμ} ΒΕ μα ΕΕ ΕΕ μι 
形成 碱 基 配 对 ， 然 后 切口 反应 产生 的 DNA 3'-OH 末端 作为 引物 反 转 录 RNA 转 座 因 
F (K 11-260). 55h, ORF2 蛋白 也 催化 这 一 DNA 合成 反应 后 续 的 转 座 步骤 尽管 
了 解 地 还 不 太 清楚 ， 但 是 应 包括 cDNA 第 二 单 链 的 合成 、 插 和 人 位 点 DNA 缺口 的 修复 
和 DNA 单 链 的 接合 。 

明 过 六 规模 基因 组 测序 发 现 很 多 聚 腺 苷 酸 反 转 录 转 座 子 都 被 截断 了 ， 其 中 大 部 分 都 
丢失 了 5 端的 区 域 ， 而 不 具备 编码 因子 基因 的 完整 拷贝 或 完整 的 启动 子 ， 因而 这 些 被 
截断 的 转 座 因 子 失去 了 转 座 能 力 。 
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11-25 TnS 结合 DNA 底 物 后 的 共 结 晶体 。 复 合体 中 包含 一 个 转 座 酶 的 二 聚 体 。 在 图 11-24 
中 催化 结构 域 以 彩色 表示 ， 绿 色 小 球 表示 与 蛋白 质 活性 位 点 结合 的 二 价 金 属 离 子 。 注 意 当 重 组 
酶 亚 基 的 DNA 结合 域 连接 到 转 座 子 一 端 时 ， 其 重组 催化 结构 域 也 贡献 给 转 座 子 的 另 一 端 。 
DNA 用 蓝 色 和 粉色 表示 。(Davies D.R et al. 2000, Science 289. 77-85. ) 图 形 通过 BobScript , 
MolScript 和 Raster 3D 软件 制作 ，Leemor Joshua-Tor 完成 了 额外 的 DNA ERE. 
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村 座 子 成 功 地 侵入 和 繁殖 于 所 有 生物 体 的 基因 组 中 。 很 明显 ， 它 们 是 非常 健壮 的 生 
物 实体 。 这 些 成 功 可 以 部 分 归功 于 转 座 过 程 的 调控 ， 正 是 这 种 调控 使 得 转 座 子 与 宿主 细 
胞 之 间 建 立 了 一 种 和 谐 的 共生 关系 。 这 种 共生 关系 对 转 座 子 来 说 是 至 关 重 要 的 ， 因 为 没 
有 了 咎 主 ， 转 座 子 就 无 法 存在 。 另 一 方面 ， 就 像 刚 才 讲 的 ， 转 座 子 也 会 在 宿主 细胞 中 造 
成 严重 破坏 ， 造 成 插入 突变 、 改 变 基因 表达 、 形 成 大 规模 基因 重 排 。 这 些 干 扰 破 坏 在 植 
物 中 尤其 明显 ， 正 是 这 一 点 导致 在 玉米 中 发 现 了 转 座 子 ( 框 11-4， 玉 米 转 座 因子 及 转 
座 子 的 发 现 )，。 
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下 面 我 们 简要 介绍 几 个 已 经 充分 了 解 的 转 座 子 和 转 座 子 家 族 (更 多 转 座 子 及 其 重要 
特性 锌 总 结 在 表 11-2 中 ) 。 每 一 个 小 节 对 一 个 特定 的 因子 进行 简要 介绍 ， 并 介绍 一 个 关 
于 该 因子 调控 的 例子 ， 这 种 调控 作用 对 该 转 座 子 来 说 非常 重要 。 我 们 将 会 看 到 ， 有 两 种 
调控 类 型 会 反复 出 现 : 

。 细胞 中 转 座 子 对 目 身 拷贝 数 的 控制 。 转 座 因子 通过 调节 拷贝 数 ， 限 制 自身 给 宿主 细 
胞 市 来 的 有 害 影响 。 

。 转 座 子 对 靶 位 点 选择 的 控制 。 已 经 发 现 了 两 类 常见 的 靶 位 点 调控 方式 ， 其 一 ， 一 些 
因子 倾 铝 于 插入 到 对 宿主 细胞 不 造成 危害 的 染色 体 区 域 ， 这些 区 域 被 称 为 转 座 子 的 
避风 港 ; 在 第 二 种 调节 类 型 中 ， 一 些 转 座 子 特异 性 的 避免 插入 到 自身 序列 中 ， 这 种 
现象 叫做 转 座 目 标 免 疫 性 (transposition target immunity) 。 


转 座 酶 
陷 的 四 环 素 基因 
抗 性 


IS 10 右 


图 11-27 细菌 转 座 子 Tn10 的 遗传 结构 。 图 中 所 示 为 细菌 转 座 子 Tn10 的 各 个 功能 因子 。 像 很 多 细菌 转 座 子 一 
样 ，Tn10 实际 上 在 其 两 端 携带 了 两 个 “微型 转 座 子 ”， 它 们 是 ISIOL (£) 和 IS10R ( 右 )。 这 两 种 类 型 的 
IS10 因子 都 能 目 行 转 座 ， 也 都 在 Tn10 之 外 的 DNA 中 被 单独 发 现 。 白 色 三 角 代 表 IS 因子 和 Tn10 末端 的 反 向 
重复 序列 。 虽 然 4 个 拷贝 在 序列 上 并 非 完 全 相同 ， 但 它们 都 能 被 Tn10 的 转 座 酶 识别 并 用 作 重 组 位 点 。 


表 112 转 座 因 子 的 主要 类 型 


类 型 结构 特点 移 位 机 制 例子 
DNA 介 导 的 转 座 
细菌 的 复制 性 转 座 子 Tn3. γδ. Mu MA 


AR Sina IR [LF EL CHA A — AY A i 
中 间 的 抗生素 抗 性 基因 和 点 都 伴随 着 DNA 因子 的 
转 座 酶 基因 复制 
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续 表 
类 型 结构 特点 移 位 机 制 例子 
细菌 的 剪 切 -粘贴 末端 反问 重复 序列 包围 着 ”DNA 因子 从 原 位 点 被 切除 Της. Tn10, Ταῦ. 
转 座 子 中 间 的 抗生素 抗 性 基因 和 后 ， 插 人 到 一 个 新 位 点 IS911 、Tn917 
转 座 酶 基因 
真 核 细胞 转 座 子 反问 重复 序列 包围 着 带 有 DNA 因子 从 原 位 点 被 切除 PAS CEI), AAT 家族 
内 含 子 的 编码 区 后 ， 择 人 到 一 个 新 位 点 因子 、Tcl /Mariner 因子 
RNA 介 导 的 转 座 
类 病毒 反 转 录 转 座 子 250~ 600bp 的 正 癌 末端 重 RNA 聚合 酶 [从 左边 LTR Ty 因子 ΟΠ). Copia 因 
FPS (LTR) 包围 的 反 转 的 启动 子 开始 转录 出 RNA, F CRD 
录 酶 、 整 合 酶 和 类 反 转 录 病 ” 然后 再 反 转 录 并 插入 到 靶 位 
毒 的 Gag 蛋白 的 基因 μα 
聚 腺 苷 酸 反 转录 转 座 3 端 富 含 A-T 的 序列 和 5” 从 其 内 部 的 启动 子 开始 转 下 和 G 因子 CR). 
T sng UTR 序列 包围 着 编码 RAED RNA; 核酸 内 切 酶 LINE 和 SINE (哺乳 动 
RNA 结合 蛋白 和 反 转 录 酶 ”切断 DNA 起 始 靶 位 点 引导 W), Alu 序列 CA) 
的 基因 的 反 转 录 过 程 


IS4 家 族 的 紧密 型 转 座 因子 通过 多 种 机 制 实 现 对 拷贝 数 的 控制 


MARET Tn10 是 IS4 家 族 中 一 个 被 充分 研究 的 代表 ， 这 个 家 族 还 包括 Της. 
Tn10 十 一 个 9kb 长 的 紧密 型 转 座 因子 ， 它 编码 一 个 自身 转 座 酶 所 需 的 基因 和 几 个 使 其 
对 四 环 系 具有 抗 性 的 基因 (图 11-27) 。 

Tn10 转 座 子 采 用 剪 切 -粘贴 机 制 〈 如 前 述 ) ， 通 过 DNA 发 卡 结构 断裂 非 转 移 单 链 
(图 11-18 和 图 11-21). Tn10 序列 上 还 有 一 个 THF 结合 位 点 ，IHF 帮助 重组 所 需 的 转 
座 体 复合 物 正确 地 组 装 ，IHF 在 、 细菌 哈 菌 体 整 合 过 程 中 也 起 到 这 个 作用 (如 前 述 )， 

Tn10 由 3 个 功能 模块 组 成 ， 这 个 结构 有 一 定 的 普遍 性 ， 具 备 这 种 结构 的 因子 被 称 
为 复合 转 座 子 (composite transposon) 。 最 外 面 的 两 个 模块 叫 15101, (左边 ) 和 IS10R 
(右边 )， 实 际 上 是 微型 转 座 子 。 “157 代表 的 意思 是 插入 序列 (insertion sequence) 。 
ISIOR 是 编码 转 座 酶 的 基因 ， 转 座 酶 能 够 识别 IS10R、IS10L 和 Τη10 的 末端 反 向 重复 
序列 。IS10L 的 序列 虽然 与 IS10R 非常 相似 ,但 它 不 能 编码 具有 功能 的 转 座 酶 。 所 以 ， 
ISIOR 和 Tn10 是 目 主 转 座 子 ， 而 ISIOL 则 是 非 自 主 转 座 子 。 如 预期 的 一 样 ， 由 于 自 
号 可 移动 ， 两 种 类 型 的 IS10 转 座 因子 在 基因 组 不 与 Tn10 相连 。 

Th 10 在 条 种 指定 细胞 中 通过 限制 转 座 发 生 的 频率 来 限制 其 拷贝 数 。 它 使 用 一 种 反 义 
RNA (antisense RNA) 的 机 制 来 限制 转 座 酶 基因 的 表达 (图 11-29) (第 17 章 和 第 18 音 
天 于 反 义 RNA 调节 的 讨论 )。 靠 近 IS10R 末端 的 是 两 个 启动 子 ， 它 们 通过 宿主 RNA 聚合 
酶 指导 RNA 合成 。 指 导 ΕΝΑ 向 内 合成 的 启动 子 OME PN) 负责 转 座 酶 基因 的 转录 ， 而 
指导 回 外 转录 的 启动 子 〈 称 作 Pour) 如 下 所 述 通过 生成 反 义 ΕΝΑ 来 调节 转 座 酶 的 表达 ， 
从 Pn 和 Pour 转 录 的 RNA AANER (KA 36bp)， 在 这 个 重奏 〈 互 补 ) 区 可 以 通过 
气 键 配对 阻止 核糖 体 结 合 到 Pn 转录 的 RNA， 也 就 阻止 了 转 座 酶 蛋白 的 合成 。 

通过 这 个 机 制 ， 细 胞 内 的 Tn10 拷贝 数 越 多 ， 反 义 ΕΝΑ 也 就 越 多 ， 反 过 来 又 限制 
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了 转 座 酶 基因 的 表达 (图 11-28， 更 多 的 细节 参照 图 示 )， 因 而 ， 这 个 细胞 株 中 的 转 座 
频率 就 会 很 低 。 相 反 ， 如 果 细 胞 中 仅 有 一 个 Tn10 拷贝 ， 反 义 RNA 的 水 平 就 会 很 低 ， 
半 座 重 日 就 会 高 效 地 合成 ， 转 座 发 生 的 频率 就 较 高 。 


[S10 right 


Maure 
ων 
να, 
κ 
τ κ οκ RPP PIPPI POTTOMAN ο a EAA SHAMAN Th SGI MORAG OMA DMD GAD ος μου ne rd en ee κ μμ Φος 


SOO LM Oe eee RNIN Re λα σσ ο ο νησι 
er ο ο ος σος ο ο ων DAA AAAA NO Aa AA ADA A O E S 
κ νο νο ον καν 


b S% Tn/0 


RNA: RNA 高 频率 配对 


ς 低 拷贝 数 Tn10 


EY 1 ΜΗΝ RAs ος 
ΝΝ Α 9 RN 人 低 频 率 配 对 5 | ος ος ο... EEN 了 / 
Γκολ σος. eaten οσο οκ. κα ese 
ως: OY eee 3 
ος SE Saal 
see 


er, 25 
ο, Le 


图 11-28 Tn10 表达 的 反 义 调节 。a， 重 合 的 启动 子 区 域 如 图 所 示 ， 向 左 的 启动 子 (Pm) 启动 转 座 酶 基 
因 的 表达 ， 向 右 的 启动 子 Poud 开始 于 距 PN 启动 子 左 端 36bp 处 ， 它 启动 反 义 ΕΝΑ 的 表达 。 这 两 个 
FERARI 36bp 是 互补 的 。 注 意 在 细胞 中 起 始 于 Pour 的 反 义 转录 本 较 起 始 于 Pm 的 转录 本 有 较 长 的 寿命 。 
b， 细 胞 中 Tn10 的 拷贝 数 多 时 ， 这 两 个 RNA 的 配对 就 频繁 发 生 ， 阻 止 了 转 座 酶 mRNA 的 翻译 (因而 最 
终 减 少 了 转 座 子 的 拷贝 数 ) 。c， 当 细胞 中 转 座 子 拷贝 数 很 低 时 ， 两 种 RNA 转录 本 配对 很 少 ， 转 座 酶 mR- 
NA 能够 高 效 翻译 ， 细 胞 中 转 座 子 的 拷贝 数 增加 。 


Tn10 的 转 座 伴随 看 细胞 DNA 的 复制 


Th 10 的 转 座 也 伴随 着 细胞 DNA 的 复制 。 前 面 讲 过 细菌 如 已 coli (为 Th 10 的 常见 宿 
E) 往往 会 在 GATC 位 点 甲 基 化 (第 8 章 , HE 8-7)。 甲 基 化 发 生 在 DNA 复制 后 ， 所 以 在 
复制 义 经 过 和 被 甲 基 化 酶 识别 之 前 ， 这 些 GATC 位 点 有 几 分 钟 处 于 半 甲 基 化 状态 。 

就 是 在 Tn10 DNA 半 甲 基 化 的 这 个 短 短 的 期 间 内 ， 转 座 最 可 能 发 生 。 在 甲 基 化 状 
态 联合 转录 是 由 于 转 座 子 序列 上 有 两 个 关键 的 GATC 位 点 ， 一 个 位 于 转 座 酶 基因 的 启 
动 子 内 ， 另 一 个 位 于 结合 转 座 酶 的 未 端 反 向 重复 序列 内 。RNA 聚合 酶 和 转 座 酶 对 半 甲 
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基 化 序列 的 结合 比 它们 对 完全 甲 基 化 序列 的 结合 要 强 ， 所 以 当 DNA 处 于 半 甲 基 化 状态 
时 ， 转 座 酶 基因 最 高 效 表 达 ， 转 座 酶 蛋白 最 有 效 地 结合 DNA。 结 果 ， 在 细胞 周期 中 
DNA 复制 后 的 短暂 期 间 内 ，Tn10 转 座 的 发 生 频 率 最 高 (图 11-29). 


BY HJH 
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从 姐妹 模板 修复 双 链 断裂 


复制 及 修复 后 的 产物 


图 11-29 复制 又 经 过 后 的 Tn10 转 座 。 转 座 过 程 在 DNA 复制 后 有 半 甲 基 化 DNA 存在 时 被 激活 ( 甲 基 化 位 点 没 
有 显示 )。 在 转 座 过 程 中 ， 在 染色 体 上 转 座 因子 被 切除 的 位 置 形成 了 一 个 双 链 DNA 断裂 ， 这 个 断裂 被 DSB 修复 
途径 修复 (第 10 章 )， 这 一 过 程 在 切除 位 点 产生 了 一 个 Tn10 的 拷贝 。 利 用 这 个 机 制 ， 转 座 过 程 实际 上 表现 出 了 
复制 性 "， 尽 管 转 座 过 程 的 确 是 通过 剪 切 -粘贴 〈 非 复制 性 ) 途径 完成 的 。 


DNA 甲 基 化 对 Tn10 转 座 的 调节 用 于 限制 转 座 的 整体 频率 。 它 也 特别 限制 了 转 座 
发 生 在 活跃 的 分 裂 细 胞 中 。 这 个 时 间 性 确保 了 在 修复 切除 转 座 子 后 旧 位 点 上 留 下 的 双 链 
DNA 断裂 时 ， 有 两 个 染色 体 拷 贝 参与 修复 裂口 。 这 些 “ 空 靶 位 点 ”是 通过 同 源 重组 双 
链 断 裂 修复 途径 进行 修复 的 ， 该 对 细胞 存活 很 重要 不 是 在 转录 反应 中 该 染色 体 区 域 有 两 
份 拷贝 (第 10 章 ) 。 
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"ΜΙΑ 阻止 了 MuB be 合 到 其 附近 的 DNA 位 点 L. 这 一 过 程 需要 ATP 的 水解 。 
MuB 帮 BA MuA 找到 : 转 座 的 9 靶 位 点 a , . | .. 
要 了 解 单个 的 蛋白 质 -看 蛋白 质 和 有 蛋白质- DNA 相互 作用 如 何 一 同 产生 目标 免 六 我 
们 来 看 看 转 座 到 两 个 候选 DNA 片段 时 的 情 a 况 : 一 个 代表 任意 的 DNA HR., 而 另 一 一 个 
片段 带 有 一 个 插入 的 Mu 因子 的 持 贝 CE o -5 图 1 1). 我 们 把 第 一 个 上 ΒΗΧΑ ΕΑΝ, 
把 多 一 | ΤΝ MERED 
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— an 115 & 5 图 1 i ΜΙΑ 3 和 ἢ MuB 在 DNA 上 上 的 相互 作用 导 到 了 和 位 上 应 的 发 生 。 ΜΙΑ 4 结合 合 位 点 位 于 ΓΤ 了 ᾽ 
ο. 1 清楚 ， i 示 的 MuA 仅 结合 合 了 两 个 重 τη 复 区 Xh ap O 
. 一 个 。 er MuB κα KATP. Ὁ ΜΝ DNA Bi 了 下 来 (结合 ATP 的 MuB 以 更 深 的 绿色 显示 )。MuA 
τ ΜΒ 的 相互 作用 能 促进 这 个 水 解 反应 ， 尽 管 图 中 所 示 只 有 两 个 MuB 分 子 与 MuA 作用 。 实际 上 MuA 


向 于 接触 到 所 有 的 紧密 连接 在 它 的 DNA 结合 位 点 上 的 MuB 分子. πι; 的 MuA 结合 的 末端 


A “5 : 复 序列 可 以 使 5 一 15bp 的 DNA 序列 获得 “免疫 性 ”。 


转 座 子 及 其 调控 的 实例 。361 。 


Mu 噬菌体 是 一 种 异常 活跃 的 转 座 子 


ΤΙ WE Pa A — AE, Mu 哈 菌 体 也 是 一 种 溶 原 性 细菌 哈 菌 体 (第 22 BE), Mu 也 是 一 
种 较 大 的 DNA 转 座 子 ， 它 侵 染 宿主 细胞 时 通过 转 座 将 自己 的 DNA 插入 到 宿主 的 染色 
体 上 ， 所 用 的 方式 与 反 转录 病毒 类 似 〈( 如 前 述 )。Mau 哈 菌 体 在 裂解 性 生长 时 也 通过 多 
轮 的 复制 性 转 座 扩 增 自身 DNA。 在 裂解 周期 中 ，Mu 哈 菌 体 每 小 时 能 完成 大 约 100 # 
的 巷 座 ， 它 是 目前 已 知 的 最 高 效 的 转 座 子 。 而 且 即 使 在 静止 溶 原 态 ， 与 传统 的 转 座 子 
(如 TIn10) 相 比 ， 它 的 转 座 频率 仍然 是 相当 高 的 。 它 的 名 字 Μι 是 突变 子 (mutator) 
的 缩写 ， 这 源 于 其 疯狂 转 座 的 能 力 ， 因 为 当 细 胞 内 插入 一 个 拷贝 的 Mu ΕΠΕΚ DNA 
Jat, AWE DNA 插入 细胞 基因 中 而 使 细胞 频繁 地 增加 新 的 突变 。 

Mu 吹 丙 体 基因 组 大 小 约 为 40kb， 带 有 35 个 以 上 的 基因 ， 其 中 仅 有 两 个 基因 编码 
的 重 日 质 专注 地 参与 转 座 ， 它 们 是 基因 A 和 基因 B， 分 别 编码 MuA 蛋白 和 MuB 和 蛋白。 
MuA 是 一 个 苇 座 酶 ， 属 于 前 面 讲 过 的 DDE 蛋白 超 家 族 的 成 员 ; MuB 蛋白 是 一 个 ΑΤΡ 
酶 ， 它 促进 ΜΙΑ 的 活性 ， 并 控制 对 DNA 靶 位 点 的 选择 (图 11-30) 。 这 个 过 程 将 在 下 


一 节 介 绍 。 
Μι 噬菌体 通过 贡 位 点 免疫 来 避免 其 转 座 到 自身 DNA 上 


像 许多 转 座 子 一 样 ，Mnu 哈 菌 体 对 靶 位 点 也 很 少 显 示 出 偏好 性 。 结 果 ,“ 好 ”的 靶 点 
if ΠΕ BEE DNA E, Mu 基因 组 自身 的 DNA 也 被 频繁 地 选 为 靶 位 点 。 如 果 序 列 的 选 
拌 如 此 随机 ， 转 座 子 插入 到 哈 菌 体 自身 DNA 上 后 ， 很 容易 造成 噬菌体 基因 的 严重 京 
乱 ， 那 么 Mu 哈 菌 体 是 如 何 避 免 这 一 情况 呢 ? 

由 于 Mu 转 座 子 受到 转 座 目标 免疫 (transposition target immunity) (#£ 11-5) 作 
用 的 调控 ， 使 得 这 一 问题 得 以 解决 。 在 转 座 时 ， 这 个 作用 致使 Mu 因子 周围 的 DNA 位 
点 以 及 包括 转 座 子 自身 的 位 点 ， 不 易 成 为 转 座 的 靶 位 点 。 

已 经 发 现 了 很 多 不 同 的 可 转 座 因子 都 具有 转 座 目 标 免 疫 性 ， 而 且 可 以 远 距 离 发 生 作 
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图 11-30 Μι 转 座 早 期 步骤 的 概述 。MuA 转 
座 酶 的 4 个 亚 基 结合 到 Μα DNA 的 末端 ， 
MuB 蛋白 结合 ΑΤΡ 再 结合 到 任意 的 DNA 序 
列 上 。 然 后 ，MuA 和 MuB 蛋白 之 间 的 相互 
作用 将 MuA DNA- 转 座 体 复 合体 带 到 一 个 新 
的 DNA 靶 位 点 。MuB 在 最 后 一 个 图 中 没有 
显示 ， 这 是 因为 在 DNA 单 链 转移 后 便 不 再 需 
要 它 ， 它 可 能 离开 了 复合 体 。 


最 终 形成 的 转 座 体 Aue 


人 


用 。 例 如 ， 一 个 已 经 存在 的 Mu 转 座 子 可 以 对 附近 约 15kb 的 范围 实现 Mu 转 座 子 对 新 
插入 的 免疫 。 还 有 一 些 转 座 因 子 (如 Tn3 和 Tn7) 的 目标 免疫 范围 超过 了 100kb, Η 
标 免 疫 使 得 一 个 转 座 因子 免 于 被 自身 或 同类 型 因子 的 另 一 个 拷贝 插入 。 而 且 ， 这 种 对 得 


转 座 子 及 其 调控 的 实例 « 363. 


DNA 选择 的 调 世 推动 了 转 座 因 子 移动 到 远离 自身 的 新 位 置 ， 这 个 特点 或 许 有 益 于 转 座 
于 整体 的 生存 和 繁衍 。 


Tcl/mariner 因子 是 真 核 细胞 中 极其 成 功 的 DNA 转 座 因子 


已 经 发 现 的 Το] /mariner 转 座 因子 家 族 成 员 在 非 疹 椎 动物 和 痊 椎 动物 中 都 普遍 存 
在 ， 这 个 家 族 的 转 座 因子 是 真 核 细 胞 中 最 常见 的 DNA 转 座 子 。 尽 管 这 些 因子 有 明显 的 
相关 性 ， 但 来 目 不 同 物种 的 成 员 有 着 不 同 的 特性 和 命名 。 例 如 ， 来 自 线虫 C. elegans 的 
KAF Tt 因子 ， 而 从 果 蝇 体 中 分 离 出 的 因子 叫 mariner, 

Te 1/mariner 因 于 是 已 知 最 简单 的 自主 转 座 子 之 一 。 通 常 ， 它 们 长 度 大 约 1. 5 一 2. 5kb, 
仅 包 含 一 对 反 向 末端 重复 序列 〈 转 座 酶 结合 位 点 ) 和 一 个 编码 转 座 酶 蛋白 的 基因 ， 
Axe με it DDE 蛋白 超 家 族 (如 前 述 )。 与 很 多 转 座 子 不 同 的 是 ， 它 的 转 座 过 
程 不 需要 辅助 重 日 的 参与 ， 尽 管 在 最 后 的 重组 步骤 中 需要 细胞 的 DNA 修复 蛋 
日 。 或 许 如 此 简单 的 结构 和 机 制 正 是 它们 在 如 此 广泛 的 宿主 物种 中 获得 巨大 成 功 
的 原因 。 

Tcl /mariner 因 了 于 的 转移 是 通过 剪 切 -粘贴 的 转 座机 制 实 现 的 〈 图 11-19) 。 转 座 子 
DNA MARW E DNA 两 端的 切除 是 通过 单 链 的 成 对 断裂 实现 的 ， 断 裂 位 点 间隔 两 个 碱 
基 。 这 些 因 子 非常 容易 插入 到 有 5 ΤΑ. 序列 〈 很 明显 常见 的 序列 ) 的 地 方 。 

苇 座 子 被 切除 后 在 宿主 染色 体 上 留 下 的 “ 空 ” 位 点 怎么 办 呢 ? 在 Tcl /mariner 转 
座 中 ， 对 一 些 曾经 携带 过 转 座 子 的 位 点 分 析 表 明 ， 有 时 这 些 断 开 的 DNA 未 端 被 修补 
(通过 DNA 的 修复 合成 ) 后 就 直接 连接 起 来 〈 第 9 章 ， 关 于 非 同 源 示 端 连 接 的 讨论 )。 
这 些 修复 反应 会 在 原先 的 位 点 插入 几 个 额外 的 碱 基 对 ， 这 些 短小 的 插入 DNA 被 称 为 
“脚印 ”， 因 为 它们 是 转 座 子 “ 途 经 ”这 里 后 在 基因 组 上 留 下 的 踪迹 。 

IRB Fe EF AA], Tol /mariner 因子 的 转 座 并 未 得 到 很 好 的 调控 。 或 许 就 是 由 于 
缺乏 调控 ， 在 基因 组 序列 上 发 现 了 很 多 “ 死 ” 的 转 座 子 ， 即 无 法 转 座 。 例 如 ， 很 多 转 座 
酶 基因 发 生 突变 造成 转 座 子 失 活 。 研 究 人 员 用 活性 因子 和 无 活性 因子 上 的 很 多 序列 人 为 
构造 了 一 个 极度 活跃 的 Tcl /mariner 因子 ， 称 为 “ 睡 美人 ”。 与 分 离 出 的 天 然 因 子 相 
比 ， 它 能 以 很 高 的 频率 发 生 转 座 。“ 睡 美人 ”很 有 希望 成 为 一 个 用 于 在 真 核 物 种 细胞 中 
诱发 突变 和 插入 DNA 的 有 效 工 具 。 而 且 这 个 重 构 实 验 还 说 明 ， 天 然 的 Το] /mariner 因 
子 由 于 其 转 座 酶 重 白 没有 发 挥 最 佳作 用 而 自然 降低 了 转 座 的 频率 。 


酵母 Ty 因子 转 座 到 基因 组 的 安全 港 


Ty 因子 (酵母 中 的 转 座 子 ) 是 酵母 中 重要 的 转 座 子 ， 属 于 类 病毒 反 转 录 转 座 子 。 
事实 上 ， 它 们 与 反 转 录 病 毒 的 相似 性 已 经 超越 了 转 座机 制 。Ty RNA 在 细胞 中 被 发 现 组 
疫 成 类 病毒 的 颗粒 〈 图 11-31) ， 所 以 这 些 因 子 好 像 是 病毒 一 样 ， 只 是 不 能 离开 一 个 细 
胞 去 感染 男 一 个 细胞 。 已 经 有 很 多 类 型 的 Ty 因子 被 充分 研究 。 例 如 ， 酿 酒 酵母 中 有 
Tyl, Ty3, Ty4 和 Ty5 NF OS‘ Ty5 在 这 类 酵母 中 都 是 失 活 的 ) 。 每 一 类 Ty 因子 都 
能 催化 目 身 的 移 位 ， 但 不 能 移动 其 他 类 的 因子 。 

Ty 因 了 于 偶 回 于 整合 到 染色 体 上 的 特定 区 域 (图 11-32) 。 例 如 ，Tyl 因子 几乎 总 是 
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插入 到 被 宿主 RNA 聚合 酶 亚 转 录 的 起 始 位 点 
4 上 游 约 200bp 的 区 域内 (第 12 38), RNA 3 
ἅ “。” 合 酶 了 特异 性 地 转录 tRNA 基因 ， 所 以 大 多 数 
Ty] 因子 就 插入 到 这 些 基 因 附 近 。Ty3 因子 的 
插入 也 和 RNA 聚合 酶 亚 的 启动 子 紧密 相关 。 
这 一 情况 下 ， 插 和 人 位 点 就 精确 定位 在 转录 起 始 
点 位 置 〈 士 2bp) 。 与 此 不 同 的 是 ，Ty5 因子 趋 
” 疝 于 插入 到 基因 组 的 静止 多， 也 就 是 转录 静止 
ο _ ο KA, Ty5 插入 的 静止 区 包括 端 粒 和 交配 型 基 
= -.. 因 座 的 静止 拷贝 (第 10 章 ) 。 在 所 有 这 些 情形 
m FGA 中 ,区 域 性 靶 位 点 的 选择 机 制 与 一 个 特定 的 蛋 
Δι Ge A 白质 蛋白 质 复合 体 的 形成 有 关 ， 这 个 复合 体 


”由 两 个 重 日 质 组 成 ， 分 别 是 与 cDNA 结合 的 复 
e ow Mie A 合体 中 的 整合 酶 ， 以 及 与 染色 体位 点 结合 的 特 
adiis 定 的 宿主 蛋白 。 例 如 ，Ty5 整合 酶 就 与 DNA 
图 11-31 酵母 的 Ty 因子 被 组 装 到 病毒 颗粒 中 。 痪 默 借 日 Sir4 构成 了 一 个 特殊 的 复合 体 
a， 过 表达 的 Ty] 类 病毒 颗粒 的 酿酒 酵母 细胞 的 电 (第 17 ΞΕ}, 
了 于 显 微 照 片 。 上 颗粒 呈 卵 形 、 电 子 密 集 的 结构 。b. 为 何 Ty 因子 表现 出 这 种 靶 位 点 的 区 域 性 
低温 电子 显 微 扫 描 显 示 的 Ty] 病毒 颗粒 的 三 维 重 构 偏好 呢 ? 有 人 提出 ， 正 是 由 于 这 种 靶 位 点 的 选 
et al. 2002. Mobile DNA T, a ASM Press.) ” 白 的 重要 区 域 ， 让 转 座 子 能 保留 在 宿主 细胞 
中 。 使 用 目标 性 转 座 方式 对 酵母 这 种 小 而 富 含 
基因 的 基因 组 有 更 加 重要 的 意义 。 


δε Ty1,Ty2 a@Ty4 
E Ty3 #TyS 


染色 体 V 


11-32 Ty 因子 的 整合 位 点 徐 。 每 个 彩色 区 块 代表 一 个 已 知 的 转 座 插入 位 点 。 注 意 Tyl1 、Ty2、Ty3 和 Ty4 都 
是 插入 到 由 细胞 RNA 聚合 酶 焉 转录 的 tRNA 基因 附近 ,插入 发 生 在 真实 基因 的 上 游 ， 因 而 不 对 基因 的 表达 产 
生 干 扰 。Tyl 和 Ty2 是 紧密 相关 的 转 座 因 子 ， 所 以 归 为 一 类 ; Ty5 被 发 现 位 于 染色 体 示 端 和 交配 型 基因 座 (第 
1050) 附近 的 “沉默 ”区 域 。( 来 源 : Courtesy of Dan Voaytas. ) 


LINE 因子 能 够 推动 自身 转 座 ， 还 能 转 座 细胞 RNA 
目 主 性 聚 腺 苷 酸 反 转 录 转 座 子 LINE 在 疹 椎 动物 基因 组 中 大 量 存在 。 事 实 上 ， 人 的 
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基因 组 中 20% 由 LINE 序列 构成 。 这 些 因子 起 初 是 被 当 作 重复 序列 家 族 发 现 的 ， 它 的 
名 字 来 源 于 最 初 的 定义 : LINE 是 “散布 在 核 内 的 长 因子 ” (long interspersed nuclear 
element) 的 缩写 。L1 是 人 体内 了 解 得 最 清楚 的 一 个 LINE 因子 。 除 了 能 推动 自身 的 移 
位 ，LINE 还 能 提供 一 些 蛋 白质 ， 用 于 反 转 录 和 整合 其 他 相关 的 重复 序列 ， 一 种 被 称 为 
“散布 在 核 内 的 短 因 子 ”(short interspersed nuclear element, SINE) 的 非 自 TE PE BR ΕΕ 
酸 反 转录 转 座 子 。 基 因 组 序列 显示 这 类 因子 也 是 大 量 出 现 ， 通 常 大 小 为 100 一 400bp。 
在 人 的 基因 组 中 普遍 存在 的 Alu 序列 就 是 SINE 的 一 个 例子 。LINE 和 SINE 因子 典型 
结构 的 比较 如 图 11-33。LINE 和 SINE 的 序列 看 起 来 像 是 简单 的 基因 ， 可 事实 上 ， 如 对 
和 将 座 很 重要 的 cis-acting 因子 ， 它 仅 包 含 一 个 指导 该 因子 转录 成 RNA 的 启动 子 和 一 个 
聚 腺 苷 酸 序列 。 前 面 讲 过 ， 这 些 腺 苷 酸 残 基 与 靶 位 点 的 DNA 配对， 帮助 形 成 反 转录 所 
需 的 末 病 引物 ΓΗ͂ 11-39). 


LINE 


ΟΒΕΙ ORF2 (A)... 


图 11-33 一 个 典型 的 LINE 和 SINE 的 遗传 结构 。 注 意 在 因子 右 端的 聚 腺 苷 酸 序列 的 长 度 
是 可 变 的 。 这 是 一 个 聚 腺 苷 酸 反 转 座 子 的 典型 特征 这 些 因 子 两 端的 靶 位 点 重复 序列 O 
EWA) 的 长 度 也 是 可 变 的 。 序 列 因子 没有 按 比 例 显 示 。 这 两 类 因子 都 带 有 启动 子 序列 ， 
见 图 11-20 和 图 11-28. (来 源 : Bushman F. 2002. Lateral DNA transfer, p. 251, 
Fig. 8.4. © Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 


这 种 转 座 所 需 的 序列 如 此 简单 ， 给 LINE 因子 提出 一 个 问题 : 如 何 避 免 对 细胞 内 
mRNA 的 转 座 呢 ? 我 们 知道 ， 所 有 的 基因 都 有 启动 子 ， 它 们 被 转录 成 mRNA JG. 在 3 
疡 和 祁 记 有 一 个 聚 腺 苷 酸 的 序列 〈 第 12 章 )， 那 么 所 有 的 mRNA 都 可 能 成 为 吸引 转 座 酶 
的 抵 物 。 实 际 上 ， 基 因 组 序列 已 经 为 我 们 提供 了 清楚 的 证 据 表明 细胞 ΕΝΑ 通过 丢 位 点 
引导 的 反 转 录 机 制 实现 转 座 。 

细胞 中 很 多 基因 在 基因 组 上 都 有 一 些 高 度 同 源 的 其 他 拷贝 ， 这 些 拷贝 丢失 了 启动 子 
和 内 含 子 〈 存 在 于 基因 中 的 序列 ， 在 ΕΝΑ 前 切中 被 从 mRNA 中 去 掉 ， 见 第 13 ©), 
通常 在 5 端 被 截 短 。 这 些 序列 被 称 为 加 工 后 的 假 基 因 (processed pseudogene) ， 通 常 不 
能 被 细胞 表达 。 这 些 假 基 因 两 端 一 般 是 靶 DNA 的 短 重复 序列 ， 这 个 结构 恰好 就 是 
LINE 促进 的 细胞 mRNA 转 座 的 预期 结果 。 

KEME RNA 会 发 生 转 座 ， 但 这 是 一 个 罕见 的 现象 。 避 免 这 一 过 程 的 基本 机 制 是 
ΑΗ LINE 因子 的 蛋白 质 在 翻译 时 迅速 地 结合 到 自己 的 RNA 上 (图 11-23)。 这 样 ， 它 
们 在 催化 反 转 录 和 整合 时 ， 对 编码 自己 的 RNA 表现 出 了 很 强 的 偏好 性 。 
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V(D)J 重组 


我 们 看 到 转 座 涉 及 很 多 不 同 遗 传 因子 的 移动 ， 然 而 细胞 也 在 利用 重组 机 制 来 实现 对 自 
号 有 帮助 的 功能 。 最 好 的 例子 就 是 V_ D J 重组 ， 它 发 生 在 疹 椎 动物 免疫 系统 的 细胞 中 

朋 椎 动物 免疫 系统 的 工作 是 识别 和 防御 生物 体 如 病毒 、 细 菌 和 病原 细胞 的 人 侵 。 兰 
椎 动物 用 两 类 特殊 的 细胞 (B 细胞 和 工 细 胞 ) 专门 识别 这 些 入 侵 者 。B 细胞 制造 循环 于 
血液 系统 中 的 抗体 (antibody); 而 工 细胞 制造 细胞 表面 结合 的 受 体 蛋白 ， 叫 工 细 胞 受 
体 〈T cell receptor) 。 这 两 类 蛋白 质 识 别 “ 外 部 ” 分 子 后 便 展 开 一 系列 旨 在 消灭 人 侵 者 
的 活动 。 为 成 功 地 完成 它们 的 功能 ， 抗 体 和 T 工 细胞 受 体 必 须 能 识别 大 量 的 多 种 分 子 . 
细胞 用 于 产生 多 种 多 样 的 抗体 和 工 细胞 受 体 的 基本 机 制 所 依靠 的 就 是 被 称 为 V D) J 
重组 的 一 套 特 殊 的 DNA 重 排 反 应 。 

组 成 抗体 和 工 细胞 受 体 基 因 的 基因 片段 是 通过 一 系列 的 序列 特异 性 重 排 装 配 而 成 
的 。 要 了 解 这 个 重组 过 程 是 如 何 产生 所 需 的 多 样 性 ， 就 需要 了 解 一 下 抗体 分 子 的 结构 
(图 11-34); 工 细胞 受 体 与 抗体 的 分 子 结构 相似 。 编 码 抗体 分 子 的 基因 组 区 域 如 图 11- 
ὃν 所 示 。 抗 体 由 两 条 轻 链 和 两 条 重 链 构成 ， 抗 体 蛋白 与 外 源 分 子 结合 的 部 分 叫 抗 原 结 
合 位 点 (antigen-binding site) ， 这 个 结合 区 由 抗体 分 子 的 VL 和 Va 两 个 结构 域 构成 ， 
如 图 11-34 所 示 。 字 母 “V” 表 示 这 一 段 蛋白 质 序列 是 高 度 变 化 的 。 抗 体 分 子 的 其 他 结 
构 域 叫做 “C” 区 ， 即 稳定 区 ， 它 在 不 同 的 抗体 分 子 之 间 没 有 太 大 变化 。 


图 11-34 一 个 抗体 分 子 的 结构 。 两 条 轻 链 用 粉色 显示 ， 两 条 重 链 用 蓝 色 表示 ， 可 变 区 和 稳定 区 的 标记 仅 
位 于 抗体 分 子 的 左边 。 注 意 抗原 结合 区 形成 于 Vi 和 Vu 结构 域 之 间 表 面 。(Harris L. J. et al. 1998. J; 
Mol. Biol. 275: 861-872. ) 图 形 通过 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 
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如 图 11-35a 所 示 ， 编 码 抗体 轻 链 (来 自 小 鼠 ) 的 基因 组 区 域 叫做 kappa 基因 座 ， 
这 个 区 域 有 300 个 基因 片段 ， 可 以 编码 不 同 版 本 的 轻 链 Vi 和 蛋白 区 。 另 外 有 4 个 基因 三 
段 编码 一 个 短 的 蛋白 质 区 域 ， 叫 J 区 ， 其 后 是 编码 CL 结构 域 的 一 个 单独 编码 区 。 通 过 
我 们 下 面 描述 的 机 制 ，V_ (Ὁ) J 重组 可 将 V 区 和 J 区 的 DNA 任意 配对 融合 。 所 以 ， 单 
从 这 一 基因 组 区 域 重组 产生 的 抗体 轻 链 就 有 1200 种 变化 ， 然 后 通过 RNA BY DR ix He 
基因 片段 与 Οἱ 编码 区 结合 在 一 起 (第 13 HE). 

编码 抗体 重 链 的 基因 片段 装配 情况 与 此 相似 ， 不 过 它 还 有 一 个 额外 的 基因 单元 ， 叫 
D (多 样 性 ) 片段 (图 11-35c) ， 所 以 重 链 的 情况 更 加 复杂 。 例 如 ， 小 鼠 的 一 个 特定 重 
链 基 因 组 有 100 多 种 V 区、12 种 DD 区 和 4 种 J] 区 ， 组装 这 个 基因 的 VY D J 重组 就 会 
产生 4800 多 种 不 同 蛋 白质 序列 。 由 于 具有 功能 的 抗体 可 由 任意 的 重 链 和 轻 链 配对 而 成 ， 
所 以 在 轻 链 和 重 链 基 因 位 点 进行 的 重组 对 抗体 蛋白 结构 的 影响 具有 放大 效应 。 


a 


配子 型 DNA 
Vl V2 V3 


前 切 后 的 mRNA 


V1 V2 Vn DID? Da NH RS Δ 
ο ο We ο cr OO ο... 
11-35 V(D)J 重 组 过 程 概述 。 上 图 所 示 为 生成 抗体 蛋白 轻 链 的 步骤 。a， 细胞 中 (cP DNA) 未 经 V 
(D) J 重组 的 部 分 轻 链 DNA 的 遗传 结构 。b.。B 细胞 发 育 过 程 中 发 生 在 两 个 特异 性 基因 片段 (V3 和 J3) W 
的 重组 。 这 是 发 生 在 不 同 B 细胞 前 体 中 很 多 种 重组 事件 中 的 一 种 ， 重 组 的 基因 座 转 录 后 通过 RNA ΒΘ] (第 
13 章 ) 并 列 在 一 起 形成 连续 的 基因 片段 ， 该 mRNA 翻译 产生 轻 链 蛋白 。c， 更 加 复杂 的 重 链 遗 传 区 域 的 图 


例 ， 它 带 有 额外 的 “D” 基 因 片 段 和 多 种 类 型 的 稳定 区 片段 (Cu, Cy 等 ) 。 (来 源 : Bushman F. 2002. Lat- 
eral DNA transfer, p. 345, Fig. 11. 3. © 2002. Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 
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0 
V D) J 重组 中 的 早期 活动 是 通过 一 种 类 似 于 转 座 子 切 除 的 机 制 实现 的 


g V (D) J EHH AT Bic ΗΡΙ A Bt Sg 9 ΠΡ 7} EAR EJEA] (recombination 
signal sequence) 。 这 些 信号 序列 都 有 两 个 高 度 保守 的 序列 基 序 (motif)， 一 个 长 7bp 
(7mer)， 为 一 个 长 9bp (9mer) (图 11-36), 这 些 基 序 能 被 重组 酶 结合 (如 下 所 述 )。 
重组 信号 序列 分 为 两 类 ， 一 类 是 7mer 和 9mer 的 基 序 中 间 为 12bp 的 序列 ; 男 一 类 是 两 
个 基 序 中 间 为 23bp 的 序列 (图 11-36α). 甘 组 常 发 生 在 一 对 信号 序列 之 间 ， 其 中 一 个 有 
12bp 的 间隔 区 ， 另 一 个 有 23bp 的 间隔 区 。 这 些 成 对 的 信号 序列 以 反 向 重复 的 结构 排列 
在 要 被 连 起 来 的 DNA 片段 两 端 (图 11-36b) 。 


7mer 23 bp 9 mer smd.) | CRB,TCRS 
间隔 序列 


图 11-36 V (D) J 重 组 中 重组 信号 序列 的 识别 。a。 两 类 重组 信号 序列 (RSS) 的 近 观 图 ， 12bp 的 间隔 序列 由 
蓝 色 显 示 ，23bp 的 间隔 序列 由 绿色 表示 ， 两 类 因子 共有 的 7mer 和 9mer 的 序列 因子 由 浅 绿色 显示 ， 间 隔 区 核 苷 
酸 序列 并 不 重要 ， 而 长 度 是 至 关 重要 的 。b， 编 码 抗 体 (Ig 基因 ) 和 全 细胞 受 体 和 蛋白 (TCR ÆA) 的 遗传 区 域 
中 RSS 重 排 的 几 个 例子 。 (来 源 : a. Bushman F. 2002. Lateral DNA transfer, p. 345, Fig. 11. 3. © 2002 Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, ) 


负责 识别 和 断裂 重组 信和 号 序列 的 重组 酶 由 两 个 蛋白 质 亚 基 组 成 ， 分 别 叫 RAG1 和 
RAG2 LRAG 是 重组 激活 基因 (recombination activating gene) 的 缩写 ]。 这 些 蛋 白质 
的 作用 方式 与 转 座 酶 相似 (图 11-37)， 它 们 识别 重组 酶 信号 序列 ， 然后 将 两 位 点 配对 
构成 一 个 和 蛋白质 -DNA 联合 复合 体 。 

ia, BAKA RAGI 蛋白 诱导 重组 信号 序列 和 将 要 被 重 排 的 基因 片段 连接 处 
的 DNA 单 链 的 断裂 (图 11-37a) 。 这 样 的 位 点 断裂 使 得 编码 蛋白 的 片段 具有 了 一 个 自 
由 的 3 -OH 末端 (图 11-37b)， 然后 ， 与 以 前 看 到 的 转 座 子 尤 其 在 Hermes 通路 中 ， 见 
图 11-21， 这 个 3 -OH DNA 末端 攻击 DNA 双 螺 旋 的 另 一 条 单 链 . 这 个 攻击 导致 了 
DNA 的 双 链 断裂 和 重新 连接 反应 ， 并 产生 一 个 发 卡 形 的 DNA 未 端 。 具 有 DNA 发 卡 末 
疾 的 序列 是 蛋白 质 编 码 片段 ， 而 重组 信号 序列 末端 现在 是 正堂 的 DNA 双 链 断裂 (图 
11-37c)。 用 同样 的 机 制 ， 每 个 重组 的 DNA 片段 都 形成 一 个 DNA 发 卡 结构 ， 

一 旦 突 触 复合 体 上 的 两 个 DNA 序列 被 切 开 ， 又 被 RAG 重组 酶 变 成 发 卡 形状 后 ， 
细胞 内 的 DNA 修复 蛋白 接管 任务 ， 并 完成 剩 下 的 重组 反应 (图 11-37d) 两 个 和 蛋白质 
编码 片段 上 的 DNA 发 卡 未 端 必须 被 打开 ， 而 且 这 些 末 端 还 必须 被 连接 到 一 起 ， 细 胞 内 
的 非 同 源 末 端 连接 蛋白 (第 9 章 ) 参与 了 这 一 反应 。 有 趣 的 是 ，DNA 的 连接 通常 伴随 
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者 右 干 核 背 酸 的 增 减 ， 这 里 的 增加 与 我 们 讲 Tel /mariner 转 座 子 切除 时 在 原 靶 位 点 上 
留 下 “足迹” 的 现象 类 似 。 这 些 增加 的 额外 成 分 为 所 生成 的 蛋白 质 分 子 序 列 增加 了 多 样 
性 。 成 对 断裂 的 重组 信号 序列 也 在 重组 过 程 中 连接 了 起 来 ， 结 果 产 生 了 一 个 环形 的 
DNA 分 子 ， 而 通常 会 被 细胞 丢弃 。 


进一步 重组 EF 


11-37 V (D) J 重 组 途径 : 发 生 断 裂 的 机 制 类 似 于 转 座 子 的 切除 机 制 。 重 组 酶 催化 信和 号 序列 未 
端的 单 链 断 裂 后 产生 了 游离 的 3 -OH， 然 后 每 个 3-OH 开 始 攻击 相对 链 形成 一 个 发 卡 形 的 中 间 体 
(图 11-23b)。 随 后 发 卡 结构 水 解 并 连接 形成 V 和 J 区 的 一 个 编码 联合 体 ， 携 带 重组 信号 序列 的 两 个 
末端 也 连 成 一 个 信号 联合 体 ， 前 者 可 以 继续 进行 重组 ， 后 者 则 被 丢弃 。 (来 源 : Bushman F. 2002. 
Lateral DNA transfer, p. 348, Fig. 11.6. © 2002 Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 


初始 化 VD) J 重组 的 DNA 断裂 与 转 座 子 切除 这 两 种 机 制 间 的 相似 性 是 非常 明显 
的 。 事 实 上 ， 重 组 信号 序列 与 转 座 子 末 端的 末端 反 向 重复 序列 也 很 相似 ， 而 且 RAGI 
生日 据 有 一 些 同 DDE 转 座 酶 蛋白 家 族 相似 的 序列 。 事 实 上 ， 基 因 组 分 析 近 期 发 现 一 个 
叫 作 Transib 的 转 座 子 家 族 。 它 有 可 能 是 RAG] 和 重组 信号 序列 的 共同 来 源 。 这 些 现象 
和 很 多 其 他 现象 一 起 为 我 们 提供 的 强 有 力 的 证 据 表明 ，V(D)J 重组 这 一 高 等 动物 免疫 
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系统 的 关键 特征 是 由 DNA 转 座 进化 而 来 的 。 这 个 结论 说 明了 可 转 座 因子 在 细胞 基因 组 
进化 过 程 中 的 关键 作用 。 


小 结 


KE DNA 通 背 被 看 作 是 承载 着 遗传 物质 的 非常 稳定 的 分 子 ， 它 也 经 受 着 很 多 种 的 
重 排 作 用 。 两 类 遗传 重组 一 一 保守 重组 和 转 座 是 造成 大 多 数 DNA 重 排 的 原因 。 

保守 重组 发 生 在 DNA 的 特定 序列 因子 上 。 重 组 酶 蛋白 识别 这 些 序列 因子 ， 对 其 
进行 DNA 单 链 切断 和 重新 连接 ， 使 包含 重组 位 点 的 DNA 片段 发 生 重 排 。 有 3 种 常 
见 的 重 排 类 型 : DNA 插入、DNA £4 41 DNA 倒 位 。 这 些 重 排 具 有 很 多 功能 ， 如 病 
毒 感染 时 将 目 己 的 基因 组 插入 到 宿主 细胞 中 ,分解 DNA 多 聚 体 ， 以 及 改变 基因 表 
达 。 

DNA 上 重组 位 点 的 结构 和 DNA 构筑 蛋白 的 参与 决定 了 某 种 特定 重组 反应 的 发 生 。 
WAEA IE DNA 片段 弯曲 ， 并 且 对 发 生 在 该 特定 DNA 区 域 的 重组 反应 有 很 大 的 
影 啊 。 

有 两 种 保守 位 点 特异 性 重组 酶 家 族 ， 它 们 都 是 通过 一 个 蛋白 质 -DNA 共 价 中 间 体 断 
Φε DNA 的 。 对 于 丝氨酸 重组 酶 而 言 ， 这 个 共 价 连接 是 通过 一 个 丝氨酸 残 基 活性 位 点 ; 
而 对 于 酷 氨 酸 重组 酶 而 言 ， 则 是 一 个 酷 氨 酸 残 基 活 性 位 点 。 酷 氮 酸 重组 酶 的 结构 揭示 出 
了 重组 机 制 的 细节 。 

枝 座 是 一 类 将 可 移动 遗传 因子 移 位 到 新 位 点 的 重组 反应 ， 该 遗传 因子 叫 转 座 子 。 
主要 有 3 类 转 座 子 : DNA 转 座 子 、 类 病毒 反 转 录 转 座 子 和 聚 腺 苷 酸 反 转 录 转 座 子 。 
DNA 转 座 子 在 转 座 周期 中 始终 为 DNA， 它 的 移 位 机 制 有 两 个 ， 有 切除 后 转 座 子 中 间 
体 参 与 的 剪 切 -粘贴 机 制 和 复制 机 制 。 两 类 反 式 转 座 子 的 移动 都 要 通过 一 个 RNA 中 
间 体 ， 它 们 的 移 位 需要 RNA 依赖 性 的 DNA 聚合 酶 (又 叫 反 转录 酶 ) 和 一 个 重组 酶 
蛋白 。 

所 有 物种 的 基因 组 中 都 有 转 座 子 ， 它 们 可 能 占据 了 全 部 DNA 序列 的 一 大 部 分 ， 同 
时 它们 还 是 突变 和 基因 组 重 排 的 一 个 主要 原因 。 转 座 过 程 往往 受到 调控 ， 以 确保 转 座 子 
不 会 对 箱 主 细胞 的 基因 组 造成 太 大 的 干扰 。 通 常 可 以 观察 到 的 两 种 调控 机 制 是 对 转 座 子 
搁 贝 数 的 控制 和 对 新 插 和 人 位 点 的 选择 。 

最 后 ， 一 个 类 似 转 座 的 机 制 被 用 于 其 他 类 型 的 DNA 重 排 反应 。 最 重要 的 例子 是 
V(D)J 重组 反应 ， 它 负 员 在 浓 椎 动物 免疫 系统 的 发 育 中 对 基因 片段 进行 装配 。 
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本 篇 概要 


。 第 12 章 转录 机 制 
。 第 13 章 ΕΝΑ ΘΑ 
。 第 14 章 tat 

。 第 15 章 Rie Faw 


第 3 篇 的 内 容 涉 及 了 解 基因 所 面临 的 重要 挑战 之 一 一 一 基因 是 如 何 表 达 的 。 或 者 
说 ， 以 核 苷 酸 线形 序列 的 形式 储存 在 多 聚 核 背 酸 链 中 的 信息 是 如 何 转换 成 为 多 肽 链 中 的 
须 基 酸 线形 序列 的 ? 遗传 信息 由 基因 向 蛋白 质 的 流动 以 及 信息 流 的 单 向 性 概念 ， 即 人 们 
所 熟知 的 中 心 法 则 ， 是 由 Francis Crick 于 1958 年 阐明 的 。 

中 心 法 则 指明 ,“ 信 息 ” 一 旦 传人 了 和 蛋白质 ， 便 不 能 再 传 出 。 信 息 从 核酸 传递 到 核 
酸 ， 或 者 从 核酸 传递 到 和 蛋白质 ， 都 是 可 能 的 ; 但 是 从 蛋白 质 传递 到 和 蛋白质， 或 者 从 蛋白 
质 传 递 到 核酸 ， 则 是 不 可 能 的 。 这 里 的 信息 是 指 核酸 中 的 碱 基 序 列 或 蛋白 质 中 的 氨基 酸 
残 基 序列 的 精确 确定 。 

第 12~ 15 章 是 按照 将 基因 中 的 信息 复制 到 RNA， 即 信使 RNA (messenger 
RNA)， 青 将 信使 RNA 解码 成 为 多 肽 链 的 信息 流向 程 编排 的 。 核 苷 酸 序列 的 信息 由 
DNA 传递 到 RNA 的 过 程 ， 即 转录 (transcription), Æ% 12 BAYER, 

一 种 多 亚 基 的 分 子 机 器 ， 即 RNA RA BH, Τε DNA 双 螺 旋 中 形成 一 个 移动 的 
πα DNA 在 这 个 转录 泡 的 前 缘 是 松散 的 ， 而 在 转录 泡 的 尾 端 则 又 重新 缠绕 成 为 螺旋 
6144. RNA 聚合 酶 以 转录 泡 内 短暂 分 离 的 两 条 DNA 链 中 的 一 条 为 模板 ， 三 个 与 DNA 
合成 极其 相似 的 化 学 反应 中 通过 碱 基 配 对 逐渐 合成 互补 的 RNA 链 。 尽 管 在 所 有 细胞 中 
合成 RNA 的 基本 酶 非常 相似 ， 但 真 核 生物 转录 机 器 的 其 他 部 分 要 比 原核 生物 复杂 得 
多 。 这 个 复杂 性 的 提高 为 调控 更 多 的 真 核 基因 提供 了 必 不 可 少 的 额外 控制 点 。 同 样 ， 
DNA 中 决定 转录 起 始 的 序列 (启动 子 ) 和 决定 转录 停止 的 序列 (终止 子 ) 在 真 核 生物 
中 也 更 复杂 。 

在 原核 生物 中 ， 信 使 RNA 一 旦 合成 ， 便 立即 作为 蛋白 质 合成 的 模板 而 使 信息 流向 
下 一 个 阶段 。 而 真 核 生 物 则 不 然 : 转录 的 RNA 产物 必须 经 过 一 系列 的 成 熟 事件 才能 成 
为 信使 RNA。 第 12 章 描述 了 其 中 两 个 事件 : 在 5 端 添加 所 谓 的 “帽子 ”结构 和 在 3’. 
USNs RAR PB (poly-A) 尾巴 。 

最 引信 注目 的 加 工事 件 称 为 信使 RNA 剪接 (mRNA splicing)， 第 13 章 对 此 进行 
了 描述 。 真 核 生 物 细 胞 的 基因 常常 被 一 个 ， 有 时 是 多 个 非 蛋白 质 编码 的 片段 〈 即 内 含 
于 ) 所 打 断 。 当 这 样 的 基因 转录 成 RNA 的 时 候 ， 这 些 内 含 子 必 须 去 除 ， 而 使 蛋白 质 编 
但 片段 〈 即 外 显 子 ) 能 够 彼此 连接 在 一 起 ， 成 为 一 条 连续 的 蛋白 质 编码 序列 。 第 13 音 
摘 述 了 负责 高 准确 度 去 除 内 含 子 的 精密 分 子 机 器 。 

第 3 篇 以 第 13 章 和 第 14 章 的 翻译 (translation) 过 程 作 为 终结 。 翻 译 是 以 核 苷 栈 
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子 列 形式 储存 在 信使 RNA 中 的 遗传 信息 用 于 指导 氨基 酸 有 序 地 挫 人 到 和 蛋白质 多 肽 链 中 
“ήν 第 14 章 描述 了 参与 翻译 过 程 的 4 个 主要 组 分 : 信使 RNA 的 编码 序列 ， 转 运 
arty tRNA, 将 氨基 酸 装载 到 tRNA 转运 器 上 的 氨基 酰 tRNA 合成 酶 ， 以 及 由 
RNA 和 和 焦 日 质 组 成 的 核糖 体 ， 即 蛋白 质 合成 工厂 本 身 。 本 章 还 阐述 了 这 4 个 组 分 在 许 
多 辅助 因子 的 帮助 下 是 如 何 识别 蛋白 质 编 调控 把 某 一 特定 信使 RNA 的 核 苷 酸 编码 转换 
成 其 蛋白 质 产物 的 正确 氨基 酸 顺序 这 样 一 个 奇异 的 过 程 。 

最 后 ， 第 15 章 描述 了 阐明 遗传 密码 (genetic code) 的 经 典 实验 ， 同 时 列 出 了 翻译 
这 些 密码 的 法 则 。 核 芋 酸 序 列 的 信息 是 基于 一 种 三 个 字母 的 密码 ， 而 蛋白 质 序列 的 信息 
则 是 基于 20 个 不 同 的 氨基 酸 。 密 码 具有 简 并 性 ， 两 个 或 更 多 密码 子 (在 大 多 数 情况 下 ) 
编 公 同一 种 氨基 酸 。 还 存在 特殊 的 密码 子 ， 指 明 翻 译 应 在 何 处 开始 和 在 何 处 结束 。 


来 自 冷泉 港 实验 室 档案 的 照 


.. 


Richard Roberts, 1977 年 染色 质 研 讨 会 。Roberts 的 主要 研究 集中 于 限制 性 内 切 核酸 酶 的 功能 和 多 
样 性 (第 21 章 )， 但 他 也 是 «ΧΙ Εμ” 的 共同 发 现 者 之 一 ， 为 此 他 与 Phillip Sharp 于 1993 年 一 
起 获得 了 诺 贝 尔 生理 及 医学 奖 。 这 里 展示 的 和 他 在 一 起 的 科学 家 是 (由 左 到 右 ): Yasha Gluzman, 
肿瘤 病毒 学 家 ; Ahmad Bukhari, HFAA Mu 转 座 (第 11 FE): James Darnell. 他 的 工 
作 集 中 在 基因 调节 中 的 信号 转 导 方面 (第 17 章 )。 


Sydney Brenner 和 James Watson, 1975 年 突 触 讨 论 会 。Brenner， 图 中 和 Wat- 
son 在 一 起 ， 为 mRNA 和 遗传 密码 本 质 的 发 现 (第 2 章 和 第 15 章 ) 做 出 了 贡 


献 ， 而 他 于 2002 年 与 别人 共同 获得 诺 
立 了 秀丽 新 小 杆 线 虫 (C，elegans) 模 


贝尔 奖 则 是 因为 他 为 发 育 生物 学 研究 建 
式 系统 (78 22 章 )。 


Robert Roeder, 1998 年 转 寻 机 制 讨 论 会 。Roeder 发 现 了 三 个 真 核 RNA ¥ 
合 酶 ，Pol I 、 本 、 夺 ,纯化 了 这 些 酶 以 及 从 它们 各 自 的 启动 子 起 始 转录 
所 需 的 其 他 因子 (第 12 章 )。 左 边 那个 带 着 质疑 眼神 的 是 Camilo Parada, 


当时 是 Roeder 实验 室 的 博士 后 。 
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Re Pia an 


Francis Crick, 1963 年 大 分 子 的 合成 与 结构 讨论 会 。 除 


Roger D. Kornberg，1977 年 染色 质 讨 论 会 。 早 期 研 了 在 解决 DNA 结构 中 的 贡献 之 外 ，Crick 还 是 分 子 生 物 
究 核 小 体 结构 (第 7 章 ) Kornberg 于 2006 年 因 学 领域 早期 发 展 的 智能 驱动 力 。 他 的 “ 转 配器 假说 ” 
RNA 聚合 酶 结构 (第 12 章 ) 的 研究 获得 诺 贝 尔 化 (发 表 在 RNA Tie Club newsletter 上 ) 预言 了 存在 将 RNA 
学 奖 。 他 父亲 是 Arthur Kornberg, 35 98 页 有 其 相 的 遗传 密码 翻译 成 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 所 必需 的 分 子 。 后 


He 


来 发 现 tRNA 就 是 行使 这 一 功能 的 分 子 (第 14 章 )。 


Phillip Sharp, 1974 年 肿瘤 病毒 讨论 会 。Sharp 和 Richard Roberts 共同 获得 了 1993 
年 的 诺 贝 尔 生理 及 医学 奖 ， 因 为 他 们 发 现 很 多 真 核 细胞 的 基因 是 “ 制 裂 ”的 ， 也 就 
是 说 ， 它 们 的 编码 区 域 是 被 一 段 一 段 的 非 编 码 DNA 打 断 的 。 这 些 非 编码 区 域 是 通过 
“剪接 ”而 从 RNA 拷贝 中 去 除 的 (第 13 章 )。 图 中 为 Sharp 和 夫人 Anne, 
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Paul Zamecnik, 1969 年 蛋白 质 合成 机 制 讨论 会 。Zamecnik 发 展 了 体外 蛋白 质 合成 系统 ， 已 证 明 该 
系统 对 理解 遗传 密码 如 何 工作 以 及 细胞 如 何 制 造 蛋 白质 是 非常 重要 的 (第 2 章 和 第 15 章 ) 。 他 还 
和 Mahlon Hoagland 一 起 发 现 了 tRNA, 它 是 蛋白 质 合成 过 程 中 的 一 个 关键 成 分 (第 14 3). 


David Baltimore, Francois Jacob 和 Walter Gilbert, 1985 
年 发 育 分 子 生 物 学 讨论 会 。Baltimore 和 Howard Temin 
共同 发 现 了 以 RNA 为 模板 合成 DNA 的 反 转 录 酶 (第 
11 Æ), Jacob 与 Jacques Monod 提出 了 基因 表达 如 何 被 
再 广 的 基本 模型 (第 16 章 )， 还 提出 了 DNA 复制 如 何 被 
调节 的 一 个 模型 〈 第 8 章 )。Gilbert 为 基因 调节 的 “Ja- 
cob 和 Monod 模型 ”的 某 些 方面 提供 了 生物 化 学 证 明 ， 
他 还 发 明了 一 种 用 于 DNA 测序 的 化 学 方法 (第 20 章 )。 
他 们 分 别 于 1975 年 (生理 及 医学 )、1965 年 (生理 及 医 
F) 和 1980 年 (化 学 ) 与 其 他 人 一 起 获得 了 诺 贝 尔 奖 。 


David Allis 和 Emily Bernstein，2004 年 表 观 遗传 学 讨 
论 会 。Allis 第 一 个 发 现 了 修饰 组 氨 酸 的 酶 ，Tetrahy- 
mena 的 组 氮 酸 乙酰 转移 酶 〈 第 7 章 )。 自 从 这 个 酶 被 
发 现 后 ， 研 究 组 氨 酸 修饰 范围 及 其 对 基因 表达 的 影响 
的 全 新 领域 成 长 起 来 了 。 图 中 Allis 与 他 实验 室 的 博士 
后 Bernstein 在 一 起 ， 后 者 曾 是 Greg Hannon 实验 室 的 
HWRE, FEAR ΠΕ th AR BET RNAi 的 Dicer 酶 (第 
18 ΞΕ). 


转录 机 制 


在 此 之 前 ， 我 们 一 直 在 考察 基因 组 的 


° 维持 ， 也 就 是 说 ， 遗 传 物质 是 如 何 组 织 、 
ΕΝΑ 聚合 酶 和 转录 周期 保护 和 复制 的 。 现 在 ， 我 们 将 问题 转 到 遗 


传 物质 如 何 表 达 ， 即 DNA 的 一 串 碱 基 是 
如 何 指 导 RNA 和 和 蛋白 质 的 合成 ， 后 者 行 


细菌 的 转录 周期 使 细胞 功能 和 定义 细胞 特性 。 在 后 面 的 几 
章 里 ， 我 们 将 描述 负责 基因 表达 的 基本 过 

真 核 生 物 的 转录 程 转录 、RNA 加 工 以 及 翻译 。 
: 转录 在 化 学 和 酶 学 上 与 DNA 的 复制 
由 RNA ΒΕ ΘΕ | A (第 8 章 ) 非常 相似 。 二 者 都 通过 酶 的 作 
下 催化 的 转录 用 合成 一 条 与 DNA 模板 互补 的 核酸 链 。 


当然 ， 二 者 之 间 存 在 一 些 重要 的 差别 ， 最 


主要 的 驶 是 转录 得 到 的 新 链 是 由 核糖 核 苷 酸 组 成 的 ， 而 不 是 脱氧 核糖 核 苷 酸 (第 6 章 )。 
兰 录 机 制 区 别 于 复制 的 其 他 特征 包括 以 下 几 点 : 


RNA 聚合 酶 CRNA polymerase， 催 化 RNA 合成 的 酶 ) 不 需要 引物 ， 它 能 够 从 头 
起 始 转录 (但 是 ， 如 我 们 将 要 讨论 的 ， 细 胞 内 的 转录 必须 在 特定 的 序列 上 才能 起 
始 ) 。 
RNA 产物 不 与 模板 DNA 链 的 碱 基 保 持 互补 状态 。 相 反 ，RNA 聚合 酶 在 每 个 核糖 
核 苷 酸 添加 处 的 几 个 核 苷 酸 之 后 ， 便 将 正在 延长 的 链 从 模板 上 置换 下 来 〈 图 12- 
1) 。 这 一 置换 对 RNA 行 使 功能 非常 关键 〈 例 如 ， 最 常见 的 是 翻译 产生 蛋白 产物 ) 。 
而 且 ， 由 于 这 一 释放 紧 随 合成 位 点 之 后 ， 多 个 RNA 聚合 酶 分 子 可 以 一 个 紧 接 着 另 
一 个 同时 转录 同一 个 基因 。 这 样 ， 一 个 细胞 就 可 以 在 短 时 间 内 在 一 个 基因 (或 其 
他 DNA 序列 ) 上 合成 大 量 的 转录 产物 。 重 要 的 是 ， 当 RNA 产物 紧 跟 在 每 个 行进 
的 RNA 聚合 的 后 面 从 DNA 模板 上 解 离 下 来 时 ， 两 条 DNA 链 重 新 配对 
(图 12-1). 
枝 录 尽管 是 非常 精确 的 〈 每 添加 10 000 个 核 苷 酸 会 发 生 一 次 错误 ) ， 但 还 是 不 如 复制 
更 为 精确 〈 每 10 000 000 个 核 苷 酸 发 生 一 次 错误 ) 。 这 一 区 别 反映 出 转录 过 程 缺 乏 广 
沁 的 校正 机 制 ， 尽 管 确实 存在 两 种 RNA 合成 的 校正 形式 。 

较 转 录 而 言 ， 细 胞 更 关注 复制 的 精确 性 是 有 道理 的 。DNA 是 储存 遗传 物质 的 分 子 ， 


DNA 复制 是 遗传 物质 得 以 传递 的 过 程 。 复制 过 程 中 发 生 的 任何 错误 都 会 很 容易 引起 灾 
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图 12-1 DNA 转录 成 为 RNA。 本 图 所 示 为 DNA 双 螺 旋 是 如 何 解 旋 和 RNA 链 是 如 
何在 模板 上 合成 的 (RNA 聚合 酶 未 在 图 中 显示 )。 本 图 还 显示 了 RNA 转录 产物 是 
如 何在 合成 点 ， 几 个 核 苷 酸 后 从 DNA 模板 上 解 离 下 来 ， 以 及 DNA 链 如 何 重新 配 
对 。 图 中 ， 转 录 从 左 到 右 进行 。 


难 性 的 后 果 : 它 将 永远 存在 于 这 个 个 体 的 基因 组 中 ， 并 传递 给 它 的 后 代 。 相 反 ， 转 录 仅 
仅 产 生 一 些 暂 时 性 的 拷贝 ， 而 且 通 常 从 同一 个 转录 区 域 会 得 到 几 个 拷贝 。 因 此 ， 转 录 过 
程 中 发 生 一 个 错误 ， 除 了 在 许多 暂时 性 的 副本 中 产生 一 个 有 缺陷 的 副本 外 ， 几 乎 不 会 造 
成 任何 其 他 的 损害 。 

除了 上 述 机 制 的 区 别 ，DNA 复制 和 转录 之 间 还 存在 一 个 重要 的 差异 ， 反 映 出 这 两 
个 过 程 的 不 同 目的 。 转 录 仅 是 有 选择 性 地 复制 基因 组 的 特定 部 分 ， 并 从 任何 特定 的 部 分 
产生 一 个 到 几 百 个 ， 或 者 甚至 上 千 个 拷贝 。 相 反 ， 复 制 必须 将 整个 基因 组 全 部 拷贝 ， 并 
且 在 每 次 细胞 分 裂 时 进行 一 次 (并 且 只 进行 一 次 ) (第 8 章 ) 。 转 录 区 域 的 选择 并 不 是 随 
机 的 : 每 个 转录 区 域 通常 包括 一 个 或 多 个 基因 ， 而 且 在 每 个 转录 区 域 的 首 端 和 尾 端 都 存 
在 特定 的 DNA 序列 指导 转录 的 起 始 和 终止 。 

不 仅 基因 组 的 不 同 部 分 转录 的 程度 不 同 ， 而 且 转 录 哪 一 部 分 、 转 录 范 围 有 多 大 都 是 
可 以 调控 的 。 这 样 ， 在 不 同 的 细胞 中 ， 或 者 同一 细胞 的 不 同时 段 ， 可 能 转录 不 同 组 别 的 
基因 。 例 如 ， 某 个 人 的 两 个 遗传 特征 相同 的 细胞 在 很 多 情况 下 会 转录 不 同 组 别 的 基因 ， 
从 而 导致 那 两 个 细胞 在 特征 和 功能 上 的 差异 (如 一 个 可 以 是 肌肉 细胞 ， 而 另 一 个 是 神经 
细胞 ) 。 或 者 ， 一 个 特定 的 细菌 细胞 会 依 其 生长 的 培养 基 的 不 同 ， 而 转录 不 同 组 别 的 基 
因 。 这 些 调控 的 问题 将 在 第 4 篇 予以 解答 。 
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RNA 聚合 酶 具有 不 同形 式 ， 但 有 许多 共同 特性 


从 细 梢 到 人 类 ， 在 所 有 细胞 里 ，RNA 聚合 酶 在 本 质 上 都 进行 同一 种 反应 。 因 此 来 
日 这 些 不 同 物种 的 酶 具有 许多 共同 的 特性 就 不 足 为 奇 了 ， 尤 其 是 那些 直接 参与 催化 
RNA 合成 的 部 分 。 从 细菌 到 哺乳 动物 细胞 的 RNA 聚合 酶 都 是 由 多 个 亚 基 构成 的 〈 虽 
做， 一 些 史 菌 体 和 细胞 器 的 确 编码 一 些 单 亚 基 的 酶 来 完成 相同 的 任务 ， 框 12-2) 。 表 
12-1 列 出 了 各 种 情况 下 亚 基 的 数目 和 大 小 ， 以 及 不 同 的 酶 之 间 哪 些 亚 基 序列 是 保守 
的 。 
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表 12-1 RNA 聚合 酶 的 亚 基 


原核 生物 ΕΙ 

| μὲ 古 细菌 RNAP I RNAP I RNAP [| 
核心 (core) 核心 (core) ΕΡοΙ L) (Pol Π) (Pol [1) 
β΄ Α/Α΄ ΕΡΑ 1 RPB 1 RPC 1 
β Β RPA 2 RPB 2 RPC 2 
αἱ D RPC 5 RPB 3 RPC 5 
a! L RPC 9 RPB 11 RPC 9 
ω K RPB 6 RPB 6 RPB 6 

[十 6 其 他 的 ] [十 9 其 他 的 ] [十 7 其 他 的 ] [十 11 其 他 的 ] 


注 : 每 列 中 的 亚 基 均 按 分 子 质量 降序 排列 。 
来 源 : Data adapted from Ebright R. H. 2000 J. Mol. Biol. 304: 687-698. Fig. 1. p. 688. © Elsevier. 


由 此 表 中 可 见 ， 细 菌 只 有 一 种 RNA 聚合 酶 ， 而 真 核 细 胞 中 则 有 3 HH. RNA 聚合 
Mel. [Al (RNA Pol 1, TMM). RAHI (Pol 1) 是 本 章 后 半 部 分 阐述 真 核 
转录 时 将 要 重点 讨论 的 酶 ， 因 为 它 是 这 些 酶 中 研究 得 最 为 深入 的 ， 也 是 负责 转录 大 多 数 
基因 的 酶 一 一 实际 上 ， 是 转录 几乎 所 有 和 蛋白质 编 码 基因 的 酶 。 聚 合 酶 I (Pol 1) ἈΠῈ 
‘|g (Pol Tl) 分 别 参与 转录 专门 的 RNA 编码 基因 。 具 体 来 说 ，Pol | 转录 的 是 大 
核糖 体 RNA 前 体 基 因 ， 而 Pol 下 转录 的 是 tRNA 基因 、 一 些小 的 核 RNA 基因 和 55 
rRNA 基因 。 在 本 章 的 末尾 ， 我 们 将 再 讨论 这 些 酶 。 

415 RNA Se AY KL» [6 (core enzyme) 可 以 独立 合成 RNA， 它 是 由 a WH 
(subunit) 的 两 个 拷贝 和 B、B 、o 亚 基 的 各 一 个 拷贝 组 成 的 。 这 个 酶 与 真 核 生 物 的 聚合 
酶 密切 相关 〈 表 12-1)。 具 体 来 说 ， 它 的 两 个 大 亚 基 ,，B 和 8B ， 与 RNA 聚合 酶 开 的 两 个 
大 亚 基 (ΚΡΒΙ 和 RPB2)〉 同 源 。 其 a 亚 基 与 RPB3 Al RPB11 同 源 、w WHEN RPB6 同 
UR. WMA RNA 聚合 酶 核心 酶 的 结构 与 酵母 ΕΝΑ 聚合 酶 开 的 核心 酶 相似 。 二 者 在 图 
12-2 中 并 列 显 示 。 后 面 我 们 将 会 描述 一 些 能 够 阐明 这 些 酶 的 工作 原理 的 结构 细节 ， 这 里 
我 们 只 突显 一 些 共同 的 特征 。 

细菌 和 酵母 的 核心 酶 有 着 共同 的 总 体形 态 和 组 织 形式 ; 实际 上 ， 它 们 比 经 亚 基 序列 
比较 所 预期 的 结果 更 为 相似 。 二 者 内 部 靠近 活性 位 点 的 部 分 尤为 如 此 ， 而 外 周 部 分 的 相 
似 性 则 差 一 些 。 这 些 相 似 点 和 相 异 点 的 分 布 是 合理 的 ， 酶 的 内 部 参与 在 DNA 模板 上 合 
MRNA 所 有 生物 体 都 一 样 ); 然而 ， 酶 的 许多 外 周 部 分 参与 与 其 他 蛋白 质 的 相互 作 
用 ， 而 这 些 在 原核 和 真 核 细 胞 中 是 不 同 的 。 

忆 的 来 说 ， 每 一 个 酶 的 形状 都 像 一 只 蟹 爪 。 这 让 我 们 回想 起 第 8 章 中 描述 的 DNA 
聚合 酶 的 “ 手 ” 形 结构 (图 8-5) 。 艇 爪 的 两 个 钳子 主要 是 由 各 个 酶 的 两 个 最 大 亚 基 构 
成 〈 细 菌 的 酶 是 8 和 B 亚 基 ， 真 核 生 物 的 酶 是 RPB1 和 ΚΡΒ2 亚 基 )。 酶 的 活性 位 点 是 
由 这 两 个 亚 基 的 一 些 区 域 共同 组 成 的 ， 位 于 钳子 基部 被 称 为 “活性 中 心 裂 隙 ”的 区 域 
(图 12-2) 。 活 性 位 点 的 工作 原理 依据 双 金 属 离子 催化 添加 核 苷 酸 的 机 制 ， 该 机 制 在 
所 有 的 聚合 酶 中 均 如 此 (第 8 章 )。 然 而 ，RNA 聚合 酶 的 活性 位 点 含有 一 个 紧密 结合 
的 Mg ”离子 ， 第 二 个 离子 是 在 合成 周期 中 由 每 个 新 的 核 苷 酸 带 入 ， 和 焦 磷酸 一 起 释 
放 。 
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12-2 原核 生物 和 真 核 生物 RNA 聚合 酶 晶体 结构 (crystal structure) 的 比较 。a. MIKA BI 
(1. aquaticus) RNA 聚合 酶 的 核心 酶 结构 。 各 个 亚 基 以 不 同 的 颜色 表示 : B 亚 基 为 紫色 ，B' 亚 基 为 
蓝 色 ， 两 个 a 亚 基 分 别 为 黄色 和 绿色 ，w 亚 基 为 红色 以 红 球 表示 的 Mg2+ 在 a、b 中 均 注 明了 活性 位 
Mo (Seth Darst， 洛 克 非 勒 大 学 ， 私 人 通信 ) 。b. 酿酒 酵母 (5. cerevisiae) RNA 聚合 酶 开 的 结构 。 
各 个 亚 基 以 不 同 的 颜色 表示 ， 以 表明 与 细菌 中 相应 亚 基 的 关系 ( 表 12-1) 。 因 此 ，RPB1 和 RPB2 分 
别 为 紫色 和 蓝 色 ，RPB3 和 RPB11 分 别 为 黄色 和 绿色 ，RPB6 为 红色 (Cramer P. , etal. 2001. Sci- 
ence. 292: 1863)。 图 像 使 用 MolScript、BobScript 和 Raster 3D 等 软件 制作 。 
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有 多 种 通道 允许 DNA, RNA 和 核糖 核酸 进出 这 些 酶 的 活性 中 心 裂隙 。 我 们 会 在 后 
面谈 到 转录 机 制 的 时 候 再 进行 讨论 。 


由 RNA 聚合 酶 进行 的 转录 是 由 一 系列 步骤 完成 的 


为 技 录 一 个 基因 ，RNA 聚合 酶 要 进行 一 系列 定义 明确 的 步骤 ， 这 些 步 又 分 为 3 个 
阶段 : 起 始 Cinitiation), HEH (elongation) 和 终止 (termination), Æx ΠΗ RA 12-3 
中 ， 我 们 总 结 了 每 个 阶段 的 基本 特征 。 

起 始 Saat (promoter) 是 最 初 结合 RNA RAHN DNA 序列 与 所 需 的 转录 起 
好 因子 一 起 结合 ;。 启 动 子 -聚合 酶 复合 体 一 旦 形成 就 发 生 结 构 改 变 ， 以 利 起 始 过 程 继续 
进行 。 和 复制 的 起 始 一 样 ，DNA 在 转录 将 要 开始 的 部 位 解 旋 ， 碱 基 对 分 开 ， 产 生 一 个 
单 链 DNA μὴ “Yl”, 与 DNA 复制 相同 ， 转 录 总 是 从 5 端 向 3 端 进行 。 也 就 是 说 ， 新 的 
核糖 核 苷 酸 添加 在 延伸 链 的 3 端 。 然 而 ， 与 DNA 复制 不 同 的 是 ， 只 有 一 条 DNA 链 作 
为 模板 合成 RNA 链 。 因 为 RNA 聚合 酶 以 固定 的 方向 与 启动 子 结 合 ， 所 以 从 一 个 特定 
的 局 动 子 ， 总 是 同一 条 链 被 转录 。 

局 动 子 的 选择 决定 了 哪 一 段 DNA 被 转录 ， 这 也 是 对 转录 进行 调控 的 主要 步骤 。 也 就 
是 说 ， 是 否 局 动 某 个 基因 的 转录 ， 是 细胞 在 特定 时 期 调控 特定 蛋白 质 合 成 的 主要 手段 。 

延伸 —H RNA 聚合 酶 已 经 合成 了 一 小 段 RNA (10 个 碱 基 左右 )， 转 录 便 进入 
了 延伸 阶段 。 在 延伸 阶段 ，RNA 聚合 酶 除 催 化 RNA 的 合成 外 ， 还 执行 着 多 项 重要 任 
务 。 它 解 开 前 方 的 DNA， 又 使 其 后 的 DNA 重新 复 性 ;在 移动 的 同时 ， 逐 步 解 开 正 在 
延长 的 RNA 链 与 模板 的 配对 ， 而 且 还 执行 校正 的 功能 。 相 反 ， 在 复制 过 程 中 ， 和 需要 几 
个 不 同 的 酶 来 执行 这 些 相 似 的 功能 。 

终止 --Η RNA 聚合 酶 转录 了 整个 基因 (或 整 组 基因 )， 它 必须 停 下 来 并 释放 RNA 
广 物 (并 从 DNA 上 解 离 下 来 )。 这 一 步骤 称 为 终止 。 在 某 些 细胞 中 ， 存 在 着 特定 的 、 已 
研究 清楚 的 终止 序列 ， 而 在 其 他 一 些 细胞 中 ， 是 什么 使 聚合 酶 停止 转录 并 从 模板 上 分 离 ， 
还 不 十 分 清楚 。 


转录 起 始 包 括 三 个 趾 义 明确 的 步骤 


转录 周期 (transcription cycle) 的 第 一 个 阶段 一 一 起 始 又 可 以 分 为 一 系列 定义 明确 
的 步骤 CA 12-3)。 第 一 步 是 聚合 酶 与 启动 子 初步 结合 形成 所 谓 的 闭合 式 复 合体 
(closed complex) ， 这 时 DNA 还 保持 着 双 链 状态 ， 聚 合 酶 结合 在 螺旋 的 一 个 面 上 。 起 
始 阶段 的 第 二 步 ， 闭 合式 复合 体 经 过 转变 而 成 为 开放 式 复 合体 (open complex), DNA 
双 链 在 起 始 位 点 周围 大 约 14bp 的 距离 内 分 开 以 形成 转录 泡 。 在 起 始 阶段 的 下 一 步 ， 启 
动 子 逃离 ， 聚 合 酶 进入 转录 起 始 阶段 。 

DNA 的 展开 使 模板 链 得 以 释放 。 头 两 个 核糖 核 苷 酸 被 带 入 活性 位 点 ， 排 列 在 模板 
链 上 ， 并 役 此 绪 合 。 通 过 这 种 方式 ， 后 续 的 核糖 核 苷 酸 结合 到 正在 延长 的 RNA 链 上 。 
最 初 10 个 左右 核糖 核 苷 酸 的 合成 是 一 个 效率 相当 低 的 过 程 ， 在 这 一 阶段 ， 聚 合 酶 经 常 
释放 出 很 短 的 转录 物 〈 每 一 个 都 短 于 10 个 左右 的 核 苷 酸 ) ， 然 后 再 重新 开始 合成 。 在 这 
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图 12-3 转录 周期 的 几 个 阶段 :起 始 、 延 伸 和 终止 。 图 中 显示 了 转录 周期 的 常规 步骤 。 所 示 特 
征 为 细菌 和 真 核 生 物 转录 共同 拥有 的 。 起 始 、 延 伸 和 终止 所 需要 的 其 他 因子 并 未 在 这 里 显示 ， 
但 将 在 后 面 的 正文 中 进行 描述 。 编 码 RNA 链 开端 的 DNA 核 苷 酸 称 为 转录 起 始 位 点 ， 指 定 为 
“ΓΙ 位置。 转录 行进 方向 的 序列 称 为 起 始 位 点 的 下 游 。 类 似 地 ， 起 始 位 点 前 面 的 序列 称 为 上 
游 序 列 。 当 提 到 上 游 序 列 的 某 一 特定 位 置 时 ， 将 给 予 一 个 负 值 ， 下 游 序列 则 给 予 正 值 。 
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个 阶段 ， 聚 合 酶 -启动 子 复合 体 称 为 起 始 转录 复合 体 〈initial transenbing complex) 。 一 旦 某 
个 聚合 酶 超过 了 10bp， 就 可 以 说 它 逃 离 了 启动 子 。 这 时 ， 它 已 经 形成 了 一 个 稳定 的 三 重 
复合 体 (stable ternary complex) ， 包 括 酶 、DNA 和 RNA。 这 是 向 延伸 阶段 的 转变 。 

在 本 章 的 后 续 部 分 ， 我 们 将 更 为 详细 地 对 转录 周期 进行 描述 一 一 首先 是 细菌 ， 然 后 
是 真 核 系统 。 


细菌 的 转录 周期 


细菌 的 局 动 子 在 强度 和 序列 上 是 多 样 的 ， 但 是 具有 某 些 明 确 的 特征 


原则 上 ， 细 菌 的 核心 RNA 育 合 酶 能 够 在 DNA 分 子 上 的 任何 一 点 开始 转录 ， 这 点 
可 以 在 体外 用 强化 的 核心 酶 来 验证 。 但 在 细胞 内 ， 育 合 酶 只 在 启动 子 处 起 始 转 录 。 是 一 
个 称 为 o 的 起 始 因 子 的 加 盟 ， 使 得 核心 酶 (asBB'w) 转变 为 只 在 启动 子 处 起 始 转录 。 该 
酶 的 这 种 形式 称 为 RNA 聚合 酶 的 全 酶 (holoenzyme， 图 12-4), 


124 栖 热 水 生 菌 (Thermus aquaticus) ΕΝΑ 聚合 酶 的 全 酶 。 灰 色 所 示 为 核心 酶 (与 图 12-2 的 a 图 中 所 示 
的 是 同一 个 酶 )， 紫 色 所 示 为 a" 亚 基 (区 域 2、3、4， 见 图 12-6) 。 右 边 为 区 域 2， 顶 部 为 区 域 3， 底 部 为 区 
域 4。c 区 域 2 和 4 分 别 识别 启动 子 的 一 10 和 一 35 区 域 ， 稍 后 将 在 正文 中 进行 描述 。 (Murakami K. S., et 
al. 2002. Science. 296: 1280.) 图 像 使 用 MolScript、 BobScript 和 Raster 3D 等 软件 制作 。 


在 大 肠 杆菌 中 ， 最 常见 的 o 因子 称 为 0 (我 们 将 在 第 16 章 中 讨论 其 他 的 可 供 选 择 
的 5 因子 )。 含 有 o "的 聚合 酶 识别 的 启动 子 具 有 以 下 共同 的 特征 性 结构 :两 段 6 ΑΡΗ: 
酸 长 的 保守 序列 ， 被 长 为 17 一 19 个 核 苷 酸 的 非特 异 序列 (图 12-5) 所 分 隔 。 这 两 段 保 
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守 序 列 的 中 心 分 别 位 于 RNA 合成 起 始 位 点 上 游 约 10bp 和 35bp 处 。 因 此 ， 根 据 图 12-3 
的 计数 方案 (编码 RNA 链 开 端的 DNA 核 苷 酸 被 指定 为 十 1) ， 这 两 段 序列 称 为 一 35 
和 一 10 区 域 (region) 或 元 件 (element)， 

里 然 绝 大 多 数 的 c "局 动 子 包含 可 被 识别 的 一 35 和 一 10 区 域 ， 但 序列 并 不 一 致 。 通 
过 对 许多 不 同 启动 子 的 比较 ， 可 以 得 到 一 个 共有 序列 (consensus sequence, ΜῈ 12-1), 
共有 序列 反映 了 首选 的 一 10 和 一 35 区 域 ， 被 最 适宜 的 长 度 (17bp) 所 分 隔 。 很 少 有 启 
动 子 具有 与 其 一 模 一 样 的 序列 ， 但 多 数 与 其 仅 有 几 个 核 车 酸 的 差别 。 

具有 与 共有 序列 更 近似 序列 的 启动 子 通常 要 比 那 些 匹 配 较 差 的 启动 子 “ 更 强 ”。 所 谓 启 
动 子 的 强度 ， 是 指 一 个 启动 子 在 一 定时 间 内 可 以 起 始 多 少 个 转录 物 。 这 一 度量 标准 受到 以 下 
因 系 的 影响 ， 启动 子 最 初 与 聚合 酶 的 结合 程度 、 对 异 构 化 作用 的 支持 效率 ， 以 及 此 后 聚合 酶 
逃离 的 难 易 程度 。 局 动 子 强度 与 序列 的 相关 性 解释 了 为 什么 有 许多 不 同 种 类 的 启动 子 ; 一 些 
基因 的 表达 水 平 远 远 超出 其 他 基因 ， 前 者 很 可 能 具有 与 共有 序列 更 为 接近 的 序列 。 


图 12-5 细菌 启动 子 的 特征 。 图 中 显示 了 细菌 启动 子 元 件 的 不 同 组 合 情 况 .每 个 元 件 对 
聚合 酶 的 结合 和 功能 所 起 的 作用 在 正文 中 有 详细 描述 。 


在 一 些 较 强 的 局 动 子 中 ， 如 指导 核糖 体 RNA (rRNA) 基因 表达 的 启动 子 ， 发 现 
额外 与 RNA RAHA HN DNA 元 件 ， 称 为 UP 元件 CUP-element, 图 12-5b) 。 它 通 
过 提供 额外 的 特异 性 相互 作用 而 增强 聚合 酶 与 DNA 的 结合 。 

Fi RAH c “局 动 子 缺 乏 一 35 区 域 ， 而 是 有 一 个 所 谓 的 “延长 的 一 10 区 域 ” 元 件 
(图 12-5c) 。 与 标准 的 一 10 区 域 相 比 ， 这 一 元 件 在 其 上 游 未 端 有 一 个 额外 的 短 序 列 元 
件 。 聚 合 酶 与 这 一 额外 序列 元 件 之 间 的 联系 ， 补 偿 了 一 35 区 域 的 缺失 。 大 肠 杆菌 的 gal 
基因 (该 基因 产物 指导 乳糖 的 代谢 ,第 16 章 ) 使 用 的 就 是 这 种 启动 子 。 

RU, TARA — 10 元 件 的 下 游 发 现 了 一 个 新 的 结合 RNA 聚合 酶 的 DNA 元 件 。 
这 个 新 元 件 称 为 鉴别 子 (discriminator)， 见 图 12-54. 辨别 子 与 聚合 酶 之 间 相 互 作用 的 
强度 影响 酶 与 启动 子 复 合体 的 稳定 性 。 
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0 因子 介 陡 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 


0 因 了 于 可 以 分 为 4 个 区 域 ， 称 为 s Ki l~o 区 域 4 (图 12-6)。 识 别 启动 子 一 10 
和 一 35 元 件 的 区 域 分 别 是 区 域 2 和 4。 

区 域 4 的 两 个 螺旋 形成 一 个 常见 的 DNA 结合 基 序 ， 称 为 螺旋 -转角 -螺旋 (helix- 
turn-helix) 。 其 中 一 个 螺旋 插入 到 一 35 区 域 的 大 沟 (major groove) 中 并 与 该 区 的 碱 基 
相互 作用 ; 为 一 个 则 从 大 沟 的 顶部 横 过 ， 与 DNA 骨架 接触 。 这 一 结构 基 序 见于 许多 
DNA FAEH, 已 经 在 第 5 章 进行 了 详细 的 讨论 (图 5-20). 。 具 有 这 一 结构 基 序 的 例 予 
包括 在 细菌 细胞 中 发 现 的 几乎 所 有 的 转录 激活 因子 与 抑制 因子 (第 1650. 


“延长 的 -10” 鉴别 子 


12-6 c 因子 的 区 域 。 识 别 启动 子 特定 区 域 的 o 因子 的 那些 区 域 
以 稍 头 指示 。 区 域 2. 3 负责 DNA 解 旋 。 有 关 o 因子 将 RNA RAB 
核心 酶 募集 到 一 个 标准 启动 子 上 的 示意 图 ， 见 图 12-7。 (来 源 : A- 
dapted, with permission, from Young B. A. et al. 2002. Cell 109. 
417-420, Fig. 1. © Elsevier. ) 


一 10 区 域 也 被 一 个 a 螺旋 所 识别 。 但 是 其 相互 作用 尚未 彻底 研究 清楚 而 且 更 为 复 
来 ， 原 因 如 下 : 一 35 区 域 仅 是 提供 能 量 以 确保 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 ， 而 一 10 区 域 在 
枝 录 起 始 过 程 中 有 着 更 为 精细 的 任务 ， 因 为 它 处 在 闭合 式 复 合体 向 开放 式 复 合体 转变 时 
DNA 解 旋 起 始 的 元 件 中 。 因 而 ， 与 一 10 区 域 相互 作用 的 o 因子 区 域 不 光 与 DNA 结合 ， 
还 参与 其 他 的 功能 。 与 这 一 预想 相 一 致 ， 参 与 识别 一 10 区 域 的 a 螺旋 包含 几 个 芳香 族 
插 基 酸 ， 这 些 氨 基 酸 可 以 和 非 模板 链 上 的 碱 基 相 互 作用 ， 以 维持 解 旋 DNA 的 稳定 。 在 
第 8 草 中 ， 我 们 曾 描述 过 DNA 复制 过 程 中 单 链 结合 蛋白 (SSB) 类 似 的 功能 。 

如 有 果 存 在 延长 的 一 10 元 件 ， 被 o 区 域 3 中 的 一 个 螺旋 所 识别 ， 此 螺旋 与 组 成 这 
一 元 件 的 两 个 特异 性 的 碱 基 对 接触 。 鉴 别 子 由 o 区 域 1、2 识别 。 

写 局 动 子 内 的 其 他 元 件 不 同 ，UP 元 件 并 不 被 o 因子 所 识别 ， 而 是 被 亚 基 的 羧基 
Km (aCTD， 图 12-7) 识别 。aCTD 通过 一 个 可 变形 的 衔接 物 与 a 亚 基 的 氨基 端 域 
CaNTD) 相连 接 。 因 而 ， 虽然 aNTD 包 埋 在 酶 内 部 ，aCTD 仍 可 以 到 达 上 游 元 件 ， 即 
使 该 元 件 并 不 处 于 与 一 35 区 域 直接 相 邻 的 位 置 ， 而 是 位 于 上 游 更 远 处 。 

0 亚 基 以 这 样 一 种 方式 定位 在 全 酶 结构 内 ， 实 现 对 各 种 启动 子 元 件 的 识别 。 所 以 ， 
DNA 结合 区 域 朝向 酶 体外 部 ， 而 不 是 被 包 埋 起 来 。 而 且 ， 这 些 区 域 之 间 的 间距 与 它们 
所 识别 的 DNA 元 件 之 间 的 距离 是 一 致 的 。 当 c 因子 结合 在 全 酶 里 时 ，c 区 域 2 和 4 分 
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图 12-7 ofi a 亚 基 将 ΕΝΑ 聚合 酶 核心 酶 募集 到 启动 子 上 。4a 亚 基 的 C 端 域 
(aCTD) 识别 UP 元 件 〈( 如 果 存 在 的 话 )， 而 o 区 域 2 和 4 分别 识别 一 10 和 
一 35 区 域 (图 12-6)。 在 本 图 中 ，RNA 聚合 酶 的 示意 形式 与 在 先前 的 图 中 所 显 
不 的 有 相当 大 的 差别 。 这 种 形式 对 于 显示 与 DNA 和 调节 蛋白 接触 的 面 是 非常 
有 用 的 ， 我 们 在 第 16 章 考察 细菌 的 转录 调节 时 还 将 会 在 某 些 图 中 使 用 它 。 


开 大 约 75A; 这 与 一 个 典型 的 启动 子 的 一 10 和 一 35 元 件 中 心 点 之 间 的 距离 基本 相同 
(图 12-7)。 和 蛋白 域 之 间 的 这 一 相当 大 的 间距 是 由 ec 区域 2 和 4 之 间 的 区 域 提供 的 ， 也 就 
和 古 区 域 3， 尤 其 是 区 域 3. 2 也 称 为 03/4 连接 区 (图 12-4 和 图 12-6). 


同 开 放 式 复合 体 的 转变 过 程 涉及 ἈΝΑ 聚合 酶 和 启动 子 DNA 的 结构 变化 


在 闭合 式 复合 体内 RNA 聚合 酶 与 启动 子 DNA 的 结合 使 DNA 仍 处 于 双 链 状态 。 
巷 录 起 始 的 下 一 个 阶段 要 求 聚 合 酶 在 开放 式 复合 体 中 与 启动 子 更 紧密 地 结合 在 一 起 。 从 
闭合 式 复 合体 到 开放 式 复合 体 的 转变 过 程 涉及 聚合 酶 的 结构 变化 ， 以 及 DNA 双 链 的 打 
开 ， 骏 露出 模板 链 和 非 模板 链 。 相 对 于 转录 起 始 位 点 而 言 ， 这 一 “融化 ”发 生 在 一 11 
和 十 3 之 间 的 区 域 。 

对 于 含 o 因子 的 细菌 聚合 酶 ， 这 一 转变 被 称 为 异 构 化 作用 (isomerization)。 它 不 
需要 从 ATP 水 解 获得 能 量 ， 而 是 DNA- 酶 复合 体 的 构象 自发 地 变 成 一 种 在 能 量 上 更 具 
优势 的 形式 。 蜡 构 化 作用 本 质 上 是 不 可 逆 的 ， 一 旦 异 构 化 完成 ， 通 常 转 录 将 会 随后 起 始 
(里 然 在 条 些 情况 下 还 会 再 发 生 调 控 )。 相 反 ， 闭 合式 复合 体 的 形成 则 是 易于 逆转 的 ， 聚 
合 酶 可 以 转变 为 开放 式 复合 体 ， 从 启动 子 上 脱离 。 

为 摘 绘 伴随 异 构 化 作用 发 生 的 结构 变化 ， 我 们 需要 更 为 细致 地 了 解 全 酶 的 结构 。 如 
表面 所 描述 的 ， 在 这 个 爪 状 酶 的 钳子 之 间 有 一 条 通道 穿 过 (图 12-2)。 由 8 和 8' 亚 基 的 
一 些 区 域 共同 组 成 的 活性 位 点 ， 位 于 钳子 基部 的 “活性 中 心 裂 隙 ”之 内 。 

有 5 条 通道 通 向 酶 的 内 部 ， 如 图 12-8 的 开放 式 复合 体 的 图 片 中 所 示 。 核 并 三 磷酸 
(NTP) 摄取 通道 (图 12-8 的 说 明 ) 允许 核糖 核 苷 酸 进 入 活性 中 心 。RNA 出 口 通道 允 
许 正 在 延长 的 RNA 链 在 延伸 合成 的 同时 离开 此 酶 。 其 他 的 3 个 通道 允许 DNA 进出 此 
AS, OP API. 

下 洲 DNA (也 就 是 聚合 酶 前 方 将 被 转录 的 DNA) 以 双 链 的 形式 经 下 游 DNA 通道 
(在 两 个 钳子 之 间 ) 进入 活性 中 心 裂隙 。 在 活性 中 心 裂隙 内 ，DNA 双 链 从 十 3 位 置 开始 
分 离 。 非 模板 链 通 过 非 模板 链 (ΝΤ) 通道 离开 活性 中 心 裂隙 并 从 聚合 酶 的 表面 经 过 ， 
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RNA 出口 通道 


12-8 进出 开放 式 复合 体 的 通道 。 本 图 显示 了 两 条 DNA 链 的 相对 位 置 (模板 链 为 灰色 ， 非 模板 链 
为 桶 红色 ) 、c 因子 的 4 个 区 域 、 启 动 子 的 一 10 和 一 35 区 域 以 及 转录 的 起 始 位 点 (+1). DNA 和 RNA 
进出 RNA 聚合 酶 的 通道 也 在 图 中 显示 。 这 里 唯一 没有 显示 的 通道 是 核 背 酸 进 入 (N70 一 uptake) 通 
道 ， 核 苷 酸 由 此 通道 进入 活性 位 点 裂隙 ， 结 合 到 增长 中 的 RNA 链 中 。 如 图 ， 该 通道 从 页 面 深 处 进入 
位 于 DNA+1 附近 的 活性 位 点 。DNA 链 从 蛋白 质 下 面 经 过 的 部 分 以 虚线 表示 。c 区 域 3/4 连接 区 ， 也 
称 03.2 是 03.1 和 σι 之 间 的 连接 区 域 。( 原 图 由 Richard Ebright 设计 。) 


PR EEN AA aE PAR, ARR (T) 通道 离开 。 聚 合 酶 后 面 的 上 
tif DNA 在 一 11 位 置 处 重新 恢复 双 链 状态 。 

从 闭合 式 复 合体 向 开放 式 复 合体 转变 的 异 构 化 作用 中 ， 可 以 观察 到 聚合 酶 发 生 两 个 
显 者 的 结构 变化 。 首 先 ， 位 于 聚合 酶 前 部 的 钳子 牢固 地 钳 压 在 下 游 DNA 上 。 第 二 , σ 
的 N vin Xi (区 域 1. 1) 位 置 有 至 关 重 要 的 移动 。 在 未 结合 DNA 时 ，c 区 域 1. 1 处 于 
全 酶 的 活性 中 心 裂 际 内 部 ， 阻 断 开放 式 复合 体 中 模板 DNA 链 经 过 的 路 线 。 在 开放 式 复 
合体 中 ， 区 域 1. 1 移动 了 大 约 SOA 的 距离 ， 出 现在 酶 的 外 部 ， 使 DNA 可 以 进 到 裂隙 中 
(图 12-8), o 区 域 1. 1 处 于 高 度 的 负电 荷 状态 (恰似 DNA)。 因 而 ， 在 全 酶 中 ， 区 域 
1. 1 E&E DNA 的 分 子 模拟 物 的 作用 。 活 性 中 心 裂 际 的 空间 呈 高 度 正 电 蓓 状态 ， 既 可 以 
被 区 域 1. 1 占据 ， 也 可 以 被 DNA 占据 。 


转录 由 RNA 聚合 酶 起 始 ， 不 需要 引物 


第 8 章 中 谈 到 ，DNA 聚合 酶 并 不 重新 合成 新 的 DNA 链 ， 也 就 是 说 ， 它 只 能 延伸 
一 条 已 经 人 存在 的 多 聚 核 苷 酸 链 。 因 此 ， 复 制 总 是 需要 引物 链 。 引 物 通常 是 一 段 较 短 的 
RNA, 5 DNA 模板 链 结合 ， 形 成 一 段 较 短 的 杂交 双 链 区 域 ， 然 后 DNA 聚合 酶 将 核 苷 
酸 添加 到 引物 的 3 端 

RNA 聚合 酶 能 够 在 一 条 DNA 模板 上 起 始 新 的 RNA 链 ， 并 不 需要 引物 。 这 一 功能 
有 要求 起 始 的 核糖 核 苷 酸 被 带 到 活性 位 点 ， 并 稳定 地 保持 在 模板 上 ， 同 时 下 一 个 核 苷 三 磷 
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酸 以 正确 的 几何 形态 呈 递 ， 使 聚合 的 化 学 过 程 得 以 发 生 。 这 是 相当 困难 的 ， 因 为 RNA 
ART NITE ROK VARI AR CA) 开始 ， 此 核 苷 酸 仅 通过 两 个 氢 键 与 模板 核 背 
μα REEE, Τ) 结合 ， 而 胞 喀 啶 核 背 酸 (Ο) Άι δει µε Ἡ (Ο) 之 间 有 
=P AVE 

Μην aS er PEAS Zi) FS τῇ KA PR NG SS — SAE R EAB EE BY ALEVE 
产 格 控制 其 处 于 正确 的 方向 ， 使 其 可 以 对 引入 的 核 苷 三 磷酸 开始 进行 化 学 反应 。 这 种 对 
聚合 酶 与 起 始 核 苷 酸 之 间 特 异性 相互 作用 的 要 求 可 能 解释 了 为 什么 大 多 数 转录 物 都 以 同 
一 种 核 苷 酸 开 始 。 目 前 认为 ， 此 相互 作用 是 由 聚合 酶 全 酶 的 不 同 部 分 提供 的 ， 包 括 o 的 
3/4 链接 处 。 与 此 一 致 的 是 ， 在 用 含有 缺少 此 部 分 的 a" 的 聚合 酶 进行 的 实验 中 ， 起 始 
过 程 所 需要 的 起 始 两 个 核 苷 酸 中 的 一 个 或 两 个 的 浓度 比 平 时 要 高 得 多 。 


转录 起 始 阶 段 ，RNA 聚合 酶 保持 位 置 不 变 并 将 下 游 DNA 拉 向 自己 


如 我 们 已 经 描述 的 ， 转 录 起 始 阶段 ， 在 逃离 启动 子 、 进 入 延长 阶段 、 以 及 合成 正确 
的 转录 物 前 ，RNA 聚合 酶 合成 并 释放 短 于 10 个 核 苷 酸 的 小 RNA 转录 物 (流产 性 合 
成 )。 很 长 时 间 为 都 不 明白 在 最 初 的 流产 转录 循环 中 ， 酶 的 活性 位 点 是 如 何 沿 着 DNA 
模板 移动 的 。 现 在 提出 了 三 个 通用 模型 (81129). 


“瞬时 漂移 ” 
RNAP 


Απρ 人 


要 
i / -35 -10 41 


流产 RNA 


αν 
κ νοκ ον ντι 


流产 RNA 


66 ees 4 ” 
(NTP), (PPi)n 


<< 
-35 -10 +1 


ae 
流产 RNA -35 —10 +1 


图 12-9 最 初 转录 的 机 制 。 在 最 初 的 转录 起 始 阶段 ，RNA 聚合 酶 的 活性 中 心 相对 于 DNA 模板 向 前 
移动 ， 合 成 短 的 转录 物 并 流产 ， 然 后 重复 这 个 循环 直到 逃离 启动 子 。 图 中 表示 了 说 明 该 过 程 的 三 个 
模型 。 根 据 第 一 个 模型 一 一 瞬时 漂移 (上 图 ) 一 一 聚合 酶 沿 着 DNA 移动 。 在 第 二 个 模型 中 一 “αξ 
虫 移动 〈 中 图 ) 一 一 酶 的 前 部 分 沿 着 DNA 移动 ， 但 由 于 酶 内 部 有 一 个 具 伸 缩 性 的 区 域 ， 酶 的 后 部 
分 可 以 在 启动 子 上 保持 固定 。 在 第 三 个 模型 中 一 一 里 缩 (下 图 ) 一 一 酶 保持 固定 ， 把 DNA 拉 过 来 。 
这 些 模型 之 间 的 不 同 点 以 及 支持 暴 缩 模型 的 证 据 在 正文 中 有 描述 。 (来 源 ，Kapanidis A. N. et al 
2006. Science 314; 1144 一 1147，Fig. la. © AAAS 经 许可 修改 ) 
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1. 所 请 的 “瞬时 漂移 (transient excursion)” 模 型 提 了 RNA 聚合 酶 正 向 反 向 的 有 瞬 
时 迁移 循环 。 聚 合 酶 被 认为 离开 启动 子 沿 着 DNA 模板 移动 一 小 段 ， 合 成 一 小 段 转录 
物 ， 然 后 流产 ， 释 放 转 录 物 ， 再 回 到 其 在 启动 子 的 原始 位 置 。 

2. “蠕虫 移 动 (inchworming)” 模 型 认为 在 聚合 酶 内 有 一 个 具 伸 缩 性 的 元 件 ， 使 
得 酶 前 方 含有 活性 位 点 的 部 件 癌 下 游 移动 ， 合 成 一 小 段 转录 物 ， 然 后 流产 ， 再 收缩 回 到 
其 仍 留 在 启动 子 上 的 酶 主体 。 

3. “Bda 〈scrunching)” 模 型 认为 位 于 固定 位 置 的 、 与 启动 子 结合 的 、 聚 合 酶 下 
FH DNA 被 酶 拉 进 来 。 于 是 在 酶 里 堆积 的 DNA 以 单 链 泡 形 式 逗 留 。 

现在 相信 第 三 个 模型 CHES) 反映 了 真实 的 情况 。 这 个 结论 基于 一 系列 的 发 现 ， 包 
括 单 分 子 分 析 实 验 ， 这 些 实验 可 以 测量 在 最 初 的 转录 阶段 聚合 酶 不 同 部 分 相互 之 间 及 相 
对 于 DNA 模型 的 位 置 。 结 果 显 示 ， 在 最 初 的 转录 阶段 ， 聚 合 酶 在 启动 子 上 位 置 不 变 ， 
解 开 下 游 DNA 并 把 其 拉 进 来 。 只 有 歇 缩 模型 与 这 些 结果 吻合 。 


启动 子 逃 离 涉 及 聚合 酶 -启动 子 相互 作用 及 聚合 酶 核心 -a 相互 作用 的 破坏 


我 们 已 经 看 到 ， 在 最 初 的 转录 阶段 ， 流 产 性 起 始 过 程 发生 ， 短 的 (9 PRR 
短 ) 转录 物 合成 并 释放 。 只 有 合成 一 条 达到 域 值 10 或 更 多 核 苷 酸 的 转录 物 时 ， 聚 合 酶 
才能 逃离 局 动 子 并 进入 延伸 阶段 。 一 旦 达到 这 个 长 度 ， 转 录 物 不 能 停留 在 与 DNA 配对 
的 区 域 ， 必 须 开 始 像 线 一 样 穿 人 RNA 出 口 通道 (图 12-8) 。 启 动 子 逃离 与 打破 聚合 酶 
和 局 动 子 元 件 之 间 ， 及 聚合 酶 与 作用 于 特定 启动 子 的 任何 调控 蛋白 之 间 的 所 有 相互 作用 
AK (B 16 章 )。 

目前 还 不 清楚 RNA 聚合 酶 为 什么 必须 在 成 功 逃 离 启 动 子 之 前 经 历 流产 性 转录 起 
始 。 但 是 o 因子 的 一 个 区 域 参与 其 中 ， 充 当 分 子 模拟 物 。 这 一 次 是 3/4 连接 区 ， 模 拟 的 
是 RNA。 此 区 域 位 于 开放 式 复 合体 的 RNA 出 口 通道 中 间 ， 为 了 使 RNA 链 可 以 合成 超 
过 10 MAAR ΓΗ͂ 12-8) o 的 这 个 区 域 必须 从 该 位 置 被 逐 出 ， 这 个 过 程 需要 聚合 酶 学 
试 几 次 才能 成 功 。 

0 连接 区 的 逐 出 可 能 说 明了 c 与 延伸 酶 的 结合 比 其 与 开发 式 复 合体 的 结合 更 弱 。 
事实 上 ， 它 常常 从 延伸 复合 体 上 完全 丢失 ，。 

一 旦 逃离 ， 暴 绚 逆 转 。 也 就 是 说 ， 在 暴 缩 时 解 离 的 DNA 又 重新 复合 ， 伴 随 着 转录 
LM 22-24 个 核 车 酸 萎缩 成 12-14 个 核 苷 酸 大 小 〈 图 12-3) 这 个 过 程 提供 了 聚合 酶 在 逃 
离 时 打破 聚合 酶 -启动 子 以 及 核心 酶 - o 相互 作用 所 需要 的 能 量 。 因 此 ， 晓 缩 是 在 转录 起 
始 中 储存 和 转移 能 量 的 一 种 方法 ， 能 量 在 逃离 时 的 释放 可 以 使 聚合 酶 与 启动 子 分 离 及 从 
RKC» HEIR IZ o 因子 。 

在 框 12-2 单 亚 基 RNA 聚合 酶 中 ， 我 们 将 看 到 这 些 简 单 的 RNA 聚合 酶 ， 尽 管 缺 
乏 56 亚 基 ， 在 从 起 始 复合 物 辐 延伸 复合 物 转 变 的 过 程 中 是 如 何 经 历 结构 上 类 似 的 转移 
的 。 
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延伸 聚合 酶 是 一 个 边 合成 边 校对 RNA 的 向 前 行进 的 机 器 


DNA 通过 延伸 酶 的 形式 与 通过 开放 式 复合 体 相似 (图 12-8) ， 双 链 DNA 在 两 个 钳 
于 之 间 进 入 酶 的 前 部 。 在 催化 裂隙 的 开口 处 ， 两 条 链 分 开 并 沿 着 不 同 的 路 径 穿 过 酶 ， 然 
后 从 各 目的 通道 离开 酶 ， 并 在 延伸 聚合 酶 (elongation polymerase) 的 后 面 重新 形成 双 
嵌 旋 结构 。 核 苷 酸 通过 其 固定 的 通道 进入 活性 位 点 ， 并 在 模板 DNA 链 的 引导 下 添加 到 
增长 中 的 RNA 链 上 。 在 任何 一 个 特定 时 刻 ， 增 长 中 的 RNA 链 中 只 有 8 个 或 9 BEE 
R- DNA 模板 保持 碱 基 互 补 状态 ; RNA 链 的 其 余部 分 则 剥落 并 从 RNA 出 口 通道 离开 
酶 。 参 见 图 12-10 的 延伸 复合 物 示 意图 。 
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© E 12-2 图 2 图 1 ΜΑ τ 的 R RNA 聚 Ra. C g eruzalmi | D. aed Steitz — A 1998. EMBO11 i, 
2 ο. 4101. . > 图 像 使 用 Mol olSeript,  BobSeript 1 和 Raster 3D 等 软件 制作 。 | . 


ΕΧΕΙ, RARE RNA 转录 物 上 一 次 添加 一 个 核 苷 酸 。 另 外 ， 泡 的 
大 小 ， 即 非 双 链 DNA 的 长 度 ， 在 延伸 过 程 中 保持 不 变 : 当 一 个 核 苷 酸 对 在 行进 酶 的 前 
方 分 开 ， 一 个 核 苷 酸 对 就 在 其 后 方形 成 。 

除了 所 有 这 些 功能 外 ，RNA 聚合 酶 还 执行 着 两 项 校对 (proofreading) 功能 。 第 一 
ΤΚ ΛΕΡ ΜΑΝ (pyrophosphorolytic editing) 。 在 此 状态 下 ， 聚 合 酶 利用 它 的 活性 
位 点 ， 在 一 个 简单 的 逆向 反应 中 ， 通 过 重新 加 入 PP, ， 催 化 错误 插入 的 核糖 核 苷 酸 的 去 
除 。 然 后 聚合 酶 可 以 将 另 一 个 核糖 核 苷 酸 加 入 到 增长 中 的 RNA 链 的 相应 位 置 上 。 需 要 
注意 的 是 ， 以 这 种 方式 聚合 酶 既 可 以 去 除 错误 的 碱 基 ， 也 可 以 去 除 正 确 的 碱 基 ， 但 是 它 
在 不 匹配 的 地 方 比 在 匹配 的 地 方 花 的 时 间 更 长 ， 所 以 常 去 除 前 者 。 在 第 二 πα 
$ (hydrolytic editing) 的 校对 机 制 中 ， 聚 合 酶 倒退 一 个 或 更 多 的 核 苷 酸 (图 12-104) 
并 切 开 RNA 产物 ， 去 除 掉 错 误 的 序列 。 

水 解 编辑 是 由 一 些 Gre 因子 激发 的 。Gre 因子 不 仅 能 够 增强 水 解 编 辑 的 功能 ， 而 且 
同时 也 作为 延伸 刺激 因子 。 也 就 是 说 ， 它 们 确保 聚合 酶 能 够 有 效 地 延伸 并 帮助 克服 转录 
在 较 难 转录 的 序列 处 “停滞 不 前 ”。 这 些 功能 的 组 合 类 似 于 真 核 生 物 的 转录 因子 TFIIS 
对 其 ΕΝΑ 聚合 酶 的 作用 〈 见 下 文 )。 另 一 组 和 蛋白质 一 一 Nus 和 蛋白， 在 延伸 阶段 加 入 到 
合 酶 ， 并 以 目前 还 很 不 明确 的 方式 促进 延伸 和 终止 的 过 程 〈 见 第 16 章 延 伸 阶 段 中 进行 
调控 的 例子 ) ο 
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图 12-10 ΕΝΑ 聚合 酶 延伸 复合 体内 部 的 
模板 和 转录 物 。 图 示 为 在 转录 过 程 的 不 
同 阶段 RNA 聚合 酶 内 RNA 及 DNA 模 
板 相 对 位 置 的 示意 图 。a. 未 移 位 的 聚合 
ΜΕ (0) 显示 RNA 链 与 模板 DNA 链 9 个 
碱 基 的 配对 。b. 前 移 的 聚合 酶 (十 1) 显 
不 聚合 酶 已 经 向 前 方 移动 了 一 个 碱 基 的 情 
况 。c 结合 NTP 的 前 移 聚 合 酶 显示 如 图 
b 中 相同 的 DNA 和 RNA 位 置 ， 带 着 一 个 
HAK NTP, d 回 移 的 聚合 酶 〈 一 1) 显 
示 当 聚合 酶 如 在 水 解 编辑 时 回 移 一 个 碱 基 
的 情况 。 红 色 箭 头 指向 聚合 酶 中 一 个 固定 
的 位 置 ， 所 有 图 中 都 一 样 。 为 了 清晰 起 
见 ， 这 里 显示 的 聚合 酶 与 图 12-8 方向 不 
同 ，RNA 出 口 通道 在 下 方 。 (来 源 : Fig- 
ures based on images courtesy of Richard 
Ebright. ) 


RNA 聚合 酶 可 能 变 得 停滞 不 前 ， 需 要 挪 走 


在 有 些 情况 下 ， 一 个 延伸 着 的 RNA 聚合 酶 可 能 变 得 停滞 不 前 并 结束 转录 。 停 滞 不 
前 的 一 个 常见 理由 是 一 条 损坏 的 DNA 链 。 如 果 被 转录 的 基因 是 必 不 可 少 的 ， 停 滞 不 前 
的 后 采 可 能 是 灾难 性 的 : 没有 产物 会 被 停滞 不 前 的 聚合 酶 制造 出 来 ， 并 且 对 试图 转录 同 
一 个 基因 的 其 他 聚合 酶 造成 路 障 。 

为 了 处 理 这 种 情况 ， 细 胞 具有 挪 走 停滞 不 前 的 聚合 酶 并 且 同 时 招募 修复 酶 〈 具 体 


. 396 。 第 12 章 ”转录 机 制 


地 ， 内 切 酶 Uvr (A) BC) 的 机 器 。 接 下 来 的 修复 称 为 转录 偶 联 的 修复 (第 9 τὲ), B 
合 酶 的 挪 走 及 修复 酶 的 招募 都 是 由 一 个 叫做 TRCF 的 蛋白 进行 的 。 

TRCF 具有 ATase 活性 。 它 结合 聚合 酶 上 游 的 双 链 DNA， 并 且 利 用 ATPase 传动 
a (motor) 沿 着 DNA 移动 ， 直 到 遇 到 停止 的 RNA 聚合 酶 。 碰 撞 把 聚合 酶 往 前 推 ， 或 
是 使 它 重新 开始 延伸 ， 或 更 常见 的 是 ， 使 RNA 聚合 酶 、 模 板 DNA、 和 ΕΝΑ 转录 物 的 
三 重复 合体 解 离 。 这 样 就 结束 了 酶 的 转录 ， 但 给 另 一 个 酶 开辟 了 道路 。 


转录 由 ΕΝΑ 序列 内 部 信号 终止 


我 们 已 经 看 到 转录 终止 的 一 种 途径 。 在 延伸 过 程 中 ， 当 ΕΝΑ 聚合 酶 停滞 不 前 时 ， 
它 可 以 通过 置换 者 TRCF 的 作用 从 DNA 上 除去 (上面 有 讨论 )。 这 种 终止 由 损坏 的 
DNA 或 其 他 不 曾 预料 到 的 障碍 引起 。 但 是 在 基因 的 末端 ， 转 录 终 止 是 一 个 正常 且 重 要 
的 功能 。 称 为 终止 子 (terminator) 的 序列 引发 延伸 聚合 酶 从 DNA 上 脱离 并 且 释 放出 
ERAN RNA 链 。 在 细菌 中 ,终止 子 有 两 种 类 型 ， Rho 依赖 型 (Rho-dependent) 
和 Rho- 非 依赖 型 (Rho-independent)。 第 一 种 类 型 ， 顾 名 思 义 ， 需要 一 个 称 为 Rho 的 
集 日 质 来 诱发 终止 反应 。 第 二 种 类 型 不 需要 其 他 因子 的 参与 就 导致 终止 。 我 们 将 依次 讨 
论 这 两 种 类 型 的 终止 子 。 


论 到 的 ， 它 们 需要 Rho 因子 的 参与 才能 发 挥 作用 。Rho 是 一 个 具有 6 个 相同 亚 基 的 环 
状 重 日 质 ， 在 单 链 RNA 离开 聚合 酶 时 与 之 结合 〈 图 12-11)。 此 蛋白 质 还 具有 ATPase 
TE: 一 旦 与 转录 物 结合 ， 它 就 利用 ATP 水解 产 生 的 能 量 来 诱发 终止 。 终 止 的 准确 机 
制 还 不 清楚 ， 模 型 如 下 几 个 : Rho 把 聚合 酶 往 相 对 于 DNA 和 RNA 的 前 方 推 ， 导 致 终 
止 ， 与 TRCF 介 导 的 终止 方式 (上 面 有 讨论 ) 类 似 ; 或 Rho 把 RNA 拉 出 聚合 酶 ， 导 
RA ik; 或 者 Rho 诱发 聚合 酶 的 构象 改变 ， 使 酶 终止 。 

Rho 是 如 何 被 引导 到 特定 的 RNA 分 子 上 ? 首先 ， 它 结合 的 位 点 有 某 种 特异 性 (所 
WHY rut 位 点 ， 即 Rho utilization) 。 这 些 位 点 最 理想 的 组 成 成 分 是 几 段 约 40 18: Ἠ 
酸 、 不 折 硬 为 二 级 结构 的 序列 〈 也 就 是 说 ， 它 们 主要 保持 着 单 链 状态 ) ， 还 富 含 C 
Τὰς δ. 

特异 性 的 第 二 个 层次 是 Rho 无 法 与 任何 正在 被 翻译 的 转录 物 (也 就 是 被 核糖 体 结 
合 的 转录 物 ) 结合 。 在 细菌 中 ， 转 录 和 翻译 是 紧密 箱 连 的 一 一 增长 中 的 RNA 转录 物 还 
在 合成 时 ， 一旦 离开 了 育 合 酶 ， 翻 译 就 在 其 上 起 始 了 。 因 而 ，Rho 只 会 终止 那些 转录 已 
超出 一 个 基因 或 超 纵 子 的 末端 但 仍 在 转录 着 的 转录 物 。 

Rho- 非 依赖 型 终止 子 也 称 为 固有 终止 子 〈intrinsic terminator) ， 因 为 它们 不 需要 其 
他 因子 就 能 发 挥 作用 。Rho- 非 依赖 型 终止 子 由 两 个 序列 元 件 组 成 : 一 段 短 的 反 向 重复 
序列 (4920 个 核 苷 酸 ) ， 其 后 是 一 段 约 8 个 A: 工 碱 基 对 的 序列 (8112-12). 。 这 些 元 件 
要 转录 后 才 会 影响 聚合 酶 ， 也 就 是 说 ， 它 们 是 以 RNA 而 不 是 DNA 起 作用 的 。 当 聚合 
酶 巷 录 一 段 反 向 重复 序列 时 ， 合 成 的 RNA 能 够 通过 自身 碱 基 配对 形成 一 个 蔡 - 环 结构 
(stem-loop) (# PKA “RIE”, 5 615), 发 夹 的 形成 破坏 了 延伸 复合 体 ， 从 而 引起 终 
JE. 5 Rho- 依 赖 型 终止 一 样 ， 其 作用 机 制 还 不 清楚 。 现 行 的 模型 与 那些 Rho 依赖 型 的 
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图 12-11 p 转录 终止 因子 。 图 为 Rho 终止 因子 的 晶体 结构 的 俯视 图 。 它 由 一 个 Rho 蛋白 的 
六 聚 体 组 成 ， 每 一 个 单 体 以 一 种 不 同 的 颜色 表示 。 六 个 单 体形 成 一 个 开放 的 环 ， 这 个 环 并 
不 是 平面 的 ， 第 六 个 亚 基 要 比 第 一 个 更 深入 页 面 所 在 的 平面 。 两 个 亚 基 之 间 的 缝隙 为 12A， 
螺旋 倾斜 度 为 45A。 据 认为 Rho 所 作用 的 ΕΝΑ 转录 物 〈 未 显示 ) 是 沿 着 每 个 亚 基 的 底部 结 
合 的 ， 然 后 从 环 的 中 央 穿 过 。(Skordalakes E. and Berger J. M. 2003. Cell 114. 135.) 图 
像 使 用 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 等 软件 制作 。 


帮 人 不 多 。 也 就 是 说 ， 发 夹 或 是 把 聚合 酶 往 相 对 于 DNA 和 RNA 的 前 方 推 ， 或 是 把 转录 
物 从 聚合 酶 上 硬 扯 下 来 ， 或 是 诱发 聚合 酶 的 构象 改变 而 导致 终止 。 

如 我 们 以 前 所 描述 过 的 ， 发 夹 结构 只 有 在 后 面 跟随 着 一 段 A: U 碱 基 对 时 才能 有 
鸡 地 发 挥 终止 子 的 作用 。 这 是 因为 ， 在 这 种 环境 中 ， 当 发 夹 结构 形成 时 ， 增 长 中 的 
RNA 链 会 仅 通过 A: U 碱 基 对 固定 在 模板 上 的 活性 位 点 。 由 于 A: Ὁ 碱 基 对 是 所 有 碱 
EXT PRGA) GEE A: 全 碱 基 对 还 要 弱 )， 所 以 更 容易 被 茎 - 环 结构 对 转录 聚合 酶 的 
作用 所 打 断 ，RNA 也 因而 更 容易 脱离 下 来 (图 12-13). 


真 核 生物 的 转录 


如 我 们 已 经 讨论 过 的 ， 真 核 生物 中 的 转录 是 由 与 细菌 中 发 现 的 RNA 聚合 酶 密切 相关 
的 一 类 捅 合 酶 完成 的 。 这 几乎 不 会 让 人 感到 惊讶 转录 过 程 的 本 身 在 原核 生物 与 真 核 生物 
中 是 相同 的 。 然 而 ， 每 种 情况 中 所 用 的 “机 器 ”存在 差别 。 有 一 点 我 们 已 经 看 到 了 ， HE 
生物 有 三 个 不 同 的 聚合 酶 (Pol I. pol IM pol [ῇ), ， 而 细菌 只 有 一 个 。 还 有 ， 细 菌 只 需要 
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图 12-12 一 个 rho 一 非 依赖 型 终止 子 的 序列 。 顶 上 是 终止 子 在 DNA 中 的 序列 ， 其 下 显示 的 是 
RNA 的 序列 ， 底 部 是 终止 子 发 夹 的 结构 。 所 讨论 的 终止 子 来 自 于 第 16 章 中 讨论 的 色 氨 酸 衰减 
= i (trp attenuator), 方 杠 中 显示 的 是 分 离 到 的 破坏 终止 子 序 列 的 突变 。 (来 源 : Adapted from 
Yanofsky C. 1981. Nature 289. 751-758) 


一 个 额外 的 起 始 因 子 (oc)， 而 真 核 生物 中 有 效 的 和 启动 子 特异 的 起 始 则 需要 几 个 起 始 因 
于。 这 些 起 始 因 子 称 为 通用 转录 因子 (general transcription factor, GTF), 

在 体外 ， 通 用 转录 因子 和 Pol 开 构 成 从 一 个 DNA 模板 (不 含 组 蛋白 ) 上 起 始 转 录 
所 需要 的 全 部 材料 。 然 而 ， 如 我 们 在 第 7 章 中 所 见 ， 在 体内 ， 真 核 细胞 内 的 DNA 模板 
征 整 合 在 核 小 体内 的 。 在 这 种 环境 下 ， 单 靠 通用 转录 因子 就 不 足以 结合 启动 子 序列 并 启 
动 有 意义 的 表达 ， 而 是 需要 额外 的 因子 参与 ， 包 括 DNA 结合 调节 和 蛋白、 所 谓 的 “中 介 
ARATE” (mediator complex) 和 染色 质 修 饰 酶 。 

我 们 将 先 讨论 在 体外 Pol IT 和 通用 转录 因子 组 合 在 一 个 启动 子 上 起 始 转录 的 基本 机 
制 ， 然 后 再 讨论 在 体内 启动 转录 所 需 的 额外 成 分 的 作用 。 


RNA 聚合 酶 下 的 核心 让 动 子 由 4 个 不 同 序列 的 元 件 组 合 而 成 


真 核 细 胞 的 核心 启动 子 (core promoter) 是 指 在 体外 检测 时 ，Pol [| 机 器 精确 地 起 
始 转录 所 需要 的 最 少 的 一 组 序列 元 件 。 代 表 性 的 核心 启动 子 的 长 度 大 约 有 40 AER, 
从 转录 起 始 位 点 向 上 游 或 下 游 延 伸 。 图 12-14 显示 了 在 Pol [核心 启动 子 中 发 现 的 几 个 
元 件 相 对 于 转录 起 始 位 点 的 位 置 。 它 们 分 别 是 TFIIB 识别 元 件 (TFIIB recognition ele- 
ment, BRE), TATA 元 件 〈 或 盒子 )、 起 始 子 〈initiator，Inr) 和 下 游 启动 子 元 件 
(downstream promoter element， 有 DCE，MTE，DPE)。 通 常 ， 一 个 启动 子 只 含有 这 
些 元 件 之 中 的 几 个 。 比 如 ， 启 动 子 通常 含有 TATA 元 件 或 DPE， 而 不 是 两 者 。 含 TA- 
ΤΑ 的 启动 子 经 常 也 会 含有 一 个 DCE, In 是 最 常用 的 元 件 ， 与 TATA 和 DPE 都 能 共 
同 存 在 。 每 一 个 元 件 的 共有 序列 和 与 其 结合 的 通用 转录 因子 在 图 中 也 有 显示 ， 我 们 将 在 
下 面 的 部 分 对 这 些 特征 进行 更 为 详细 的 描述 。 
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12-13 转录 终止 。 图 为 rho- 非 依赖 型 终止 子 如 何 工 作 的 模型 。a. RNA (图 12-10) 中 的 发 夹 结构 
在 该 区 域 被 聚合 酶 转录 后 立刻 形成 (聚合 酶 未 在 此 显示 ); b. 该 RNA 结构 在 聚合 酶 转录 DNA 下 游 的 
AT 富 集 区 域 时 将 其 破坏 ; c， 究 竞 发 夹 是 如 何 破坏 正在 转录 的 聚合 物 还 不 太 清 楚 (文中 有 不 同 的 模 
型 ) 发 夹 结构 以 及 RNA 中 一 段 U 与 模板 中 A 之 间 的 弱 相 互 作 用 协同 显然 使 转录 物 的 释放 变 得 容易 
(来 源 : Adapted from Platt T. 1981, Cell 24; 10-23. ) 


在 核心 局 动 子 之 外 《而 且 通 向 是 在 其 上 游 ) 存在 一 些 在 体内 进行 有 效 转录 所 需 的 其 
他 序列 元 件 。 这 些 元 件 共 同 组 成 调 广 序 列 (regulatory sequence), 并 可 以 划分 为 几 类 ， 
反映 出 它们 的 位 置 、 所 讨论 的 生物 体 以 及 它们 的 功能 。 这 些 元 件 包 括 : 启动 子 最 近 元 件 
(promoter proximal element), EFOR WFYI Cupstream activator sequence, UAS), 
žig f (enhancer)， 以 及 一 系列 称 为 沉默 子 (silencer), HW AscE (boundary ele- 
ment) 和 绝 绿 子 〈insulator) 的 抑制 元 件 。 所 有 这 些 DNA 元 件 都 与 调控 蛋白 (激活 因 
子 或 抑制 因子 ) 结合 。 调 控 重 白 可 以 帮助 或 阻碍 从 核心 启动 子 开始 的 转录 ， 是 第 17 章 的 
主题 。 其 中 有 些 调 控 序 列 可 以 位 于 距 它 们 所 作用 的 核心 启动 子 几 万 甚至 几 十 万 碱 基 之 处 。 


RNA 聚合 酶 了 [在 启动 子 上 和 和 通用 转录 因子 形成 前 起 始 复 合体 


通用 转录 因子 共同 执行 σ 因子 在 细菌 转录 中 所 执行 的 功能 其 中 有 些 因子 与 σ 的 不 同 
区 域 具 有 微弱 的 同 源 性 。 因 而 ， 通 用 转录 因子 帮助 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 并 解 开 DNA 
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图 12-14 Pol 开 核 心 启动 子 。 图 中 显示 了 不 同 DNA 元 件 相 对 于 转录 起 始 位 点 (以 DNA 上 方 的 箭头 指示 ) 
的 位 置 , 正 文中 所 描述 的 这 些 元 件 如 下 :BRE(CTFIIB recognition element); TATA(TATA Box); Inr(initia- 
tor element) ; DPE(downstream promoter element) ;和 DCE(downstream core element) 。 另 一 个 在 正文 中 提 
及 的 元 件 ,MIE(motif ten element) ,未 在 本 图 显示 ,但 就 位 于 紧邻 DPE 的 上 游 ,还 显示 了 每 个 元 件 的 共有 
序列 (元 件 的 确定 方法 与 细菌 启动 子 元 件 相同 , 框 12-1), 以 及 (上 方 ) 识 别 每 一 个 元 件 的 通用 转录 因子 的 名 
称 。 


(类 似 于 细菌 转录 中 由 闭合 式 复合 体 向 开放 式 复合 体 的 转变 )。 它 们 也 帮助 聚合 酶 从 启动 
于 上 逃离 并 开始 延伸 阶段 。 一 起 结合 在 启动 子 上 准备 开始 转录 的 一 套 完 整 的 通用 转录 因 
于 和 聚合 酶 称 为 前 起 始 复合 体 〈pre-initiation complex) 。 

如 上 所 述 《〈 以 及 图 12-14)， 许 多 Pol 开启 动 子 包含 一 个 所 谓 的 TATA 元 件 〈 大 约 
在 转录 起 始 位 点 上 游 30 个 碱 基 对 处 )。 这 是 前 起 始 复合 体 开始 形成 的 位 置 。TATA 元 
件 是 由 叫做 TFIID 的 通用 转录 因子 所 识别 的 。[ “TFI” 的 名 称 是 指 Pol [的 转录 因子 
(transcription factor for Pol 1). 单独 的 因子 以 A、B 等 加 以 区 分 。| 像 很 多 通用 转录 
ΑΓΕ, ΤΕΤΡ 实际 上 是 一 个 多 亚 基 复 合体 。TFIID 中 与 TATA 序列 结合 的 成 分 称 
为 TBP (TATA binding protein) 。 此 复合 体 中 的 其 他 亚 基 称 为 TAF， 即 TBP 关联 因 
 (TBP-associated factor)。 基 些 TAF 识别 其 他 启动 子 核心 元 件 ， 如 Inr, DPE 和 
DCE， 里 然 最 强 的 结合 是 在 TBP 和 TATA 之 间 。 因 此 ，TFIID 是 启动 子 识别 和 建立 前 
起 始 复合 体 的 必 不 可 少 的 因子 。 

TBP 一 旦 结合 到 DNA E, WE TATA 序列 极 大 地 扭曲 变形 (我 们 不 久 将 对 这 一 
尽 进行 更 为 详细 的 讨论 )。 形 成 的 TBP-DNA 复合 体 提供 了 一 个 平台 ， 把 其 他 通用 转录 
四 于 和 聚合 酶 本 身 募 集 到 启动 子 上 。 在 体外 ， 这 些 蛋 白质 按照 下 列 顺序 在 启动 子 处 组 装 
(图 12-15): TFIIA, TFIIB, TFIIF 与 聚合 酶 一 起 ， 然 后 是 TFIIE 和 TFIIH。 包含 这 
些 成 分 的 前 起 始 复 合体 形成 后 ， 启 动 子 就 开始 解 旋 。 与 细菌 中 的 情形 相反 ， 真 核 细胞 中 
的 局 动 子 解 旋 需 要 ΑΤΡ 的 水 解 并 由 ΤΕΠΗ 介 导 ， 是 该 因子 的 类 解 旋 酶 活性 刺激 了 启动 
T DNA 的 解 开 。 


尼 动 子 逃 离 需 要 聚合 酶 “尾巴 ”的 磷酸 化 


与 细 凋 中 的 过 程 类 似 ， 在 聚合 酶 从 启动 子 逃 离 并 进入 延伸 阶段 之 前 ， 有 一 个 流产 性 
起 始 时 期 。 回 忆 一 下 ， 在 流产 性 起 始 过 程 中 ， 聚 合 酶 合成 一 连 串 短 的 转录 物 。 在 真 核 细 
胞 中 ， 局 动 子 逃 离 包 含 在 细菌 中 所 没有 见 到 的 两 个 步骤: 一 个 是 ATP 水 解 〈 除 了 前 面 
DNA 解 离 所 需要 的 ATP 水 解 之 外 ) ， 另 一 个 是 聚合 酶 的 磷酸 化 ， 对 此 我 们 即将 进行 描 
述 。 
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1215 由 RNA 聚合 酶 工 进行 的 转录 起 始 。 这 里 显示 了 按 步骤 进行 的 Pol Π ARIAS Sth 
的 组 装 过 程 ， 正 文 对 此 进行 了 详细 描述 。 一 旦 在 启动 子 处 完成 组 装 ， 添 加 RNA 合成 所 需 的 
核 苷 酸 前 体 以 及 聚合 酶 “尾巴 ”内 部 的 丝氨酸 残 基 发 生 磷酸 化 ，Pol 四 就 会 离开 前 起 始 复合 
体 。 此 尾巴 包含 多 个 重复 的 七 肽 序列 Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser ( 见 图 12-19). 
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Pol 卫 的 大 亚 基 有 一 个 C 端 域 (CTD)， 称 为 “尾巴 (图 12-15)。CTD 包含 一 连 
串 重 复 的 七 肽 序列 :， Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser。 酵 母 Pol I {8} CTD 中 有 27 Fix 
的 重复 序列 ， 秀 丽 新 小 肝 线 虫 有 32 个 ， 果 蝇 有 45 个 ， 人 类 有 52 个 。 事 实 上 ， 重 复 序 
列 的 数字 看 来 与 基因 组 的 复杂 性 相关 。 每 一 个 重复 序列 都 包含 特定 蛋白 激酶 的 磷酸 化 位 
扩 ， 其 中 一 个 激酶 就 是 TFIIH 的 一 个 亚 基 。 

O53 RRIF EK Pol 了 [最初 包含 一 个 在 很 大 程度 上 未 被 磷酸 化 的 尾巴 ,但 是 在 
延伸 复合 体 里 发 现 的 Pol 了 [ 则 在 其 尾巴 上 出 现 了 多 个 磷 酰 基 基 团 。 这 些 磷酸 盐 的 添加 帮 
助 聚 合 酶 摆脱 起 始 转录 所 用 的 大 部 分 通用 转录 因子 ， 并 在 逃离 启动 子 时 将 它们 丢 下 。 

如 我 们 将 要 看 到 的 ， 对 Pol Π AY CTD 的 磷酸 化 状态 的 调控 也 控制 着 后 面 的 步 
又 一 一 延伸 基 至 RNA 加 工 。 实 际 上 ， 除 TFIIH 外 ， 已 发 现 许 多 作用 于 CTD 的 其 他 蛋 
日 激酶 ， 并 且 还 发 现 了 一 个 去 除 由 那些 蛋白 激酶 加 上 的 磷酸 盐 的 磷酸 酯 酶 。 


TBP 用 一 个 插入 双 曼 旋 小 沟 的 B 折 堆 来 结合 并 扭曲 DNA 


TBP 用 一 个 广泛 的 B 折 县 B sheet) 区 域 识 别 TATA 元 件 的 小 沟 (minor groove, 
图 12-16)， 这 是 不 常见 的 。 典 型 的 情况 是 ， 重 日 质 用 插入 DNA 大 沟 的 a 螺旋 来 识别 
DNA， 如 我 们 在 第 5 草 和 第 6 章 中 所 见 ， 本 章 前 部 分 描述 的 σ 因子 也 是 如 此 。TBP 的 
非 传 统 识别 机 制 的 原因 与 该 重 白质 扭曲 局 部 DNA 结构 的 需要 有 关 。 但 是 这 一 识别 模式 
引出 了 一 个 问题 : 特异 性 是 如 何 实现 的 ? 


图 12-16 ΤΒΡ-ΡΝΑ 复合 体 。TBP (以 紫色 显示 ) 与 在 许多 Pol 开 基 因 的 起 始 处 发 现 的 DNA 
的 TATA 序列 (以 灰色 显示 ) 构成 复合 体 ， 这 一 相互 作用 的 细节 在 正文 中 进行 了 描述 。 (Ni- 
kolov D. B. et al. 1995. Nature 377; 119.) 图 像 使 用 MolScript、BobScript 和 Raster 3D 等 软 
件 制作 。 图 像 两 侧 延 伸 的 DNA 模型 由 Leemor Joshua-Tor 建立 。 
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我 们 在 第 6 章 中 已 经 看 到 ， 与 DNA 的 大 沟 相 比 ， 小 沟 中 能 够 区 分 碱 基 对 的 化 学 信 
LED. FA, TBP 依赖 TATA 序列 能 够 经 受 特殊 结构 扭曲 的 能 力 而 对 其 进行 选择 ， 
如 下 面 即将 要 描述 的 。 

当 与 DNA 结合 时 ，TBP 会 使 小 沟 扩 展 为 一 个 几乎 是 平面 的 构象 ， 它 还 以 大 约 80° 
的 角度 使 DNA 弯曲 。TBP 与 DNA 的 相互 作用 仅 包 括 该 蛋白 质 和 小 沟 中 碱 基 对 边缘 之 
间 的 有 限 的 一 些 氨 键 。 相 反 ， 特异 性 主要 由 插入 到 识别 序列 两 端的 碱 基 对 之 间 并 驱使 
DNA 受 生 强烈 弯曲 的 两 对 葵 基 两 氨 酸 (phenylalanine) 侧 链 提供 。 

因而 ，A : 工 碱 基 对 是 更 有 利 的 ， 因 为 它们 易于 扭曲 而 使 小 沟 开 始 开放 ， β ire? 
ΡΕ Ἡ SR ASE A RE [BEES IEE. MA θ΄ Πῃ 了 相互 作用 的 总 体 结 
合 能 量 。 


其 他 通用 转录 因子 在 起 始 中 也 有 特殊 作用 


我 们 并 不 详细 知道 所 有 其 他 通用 转录 因子 的 功能 。 如 我 们 已 经 指出 的 ， 这 些 因子 中 
的 一 些 实际 上 是 由 两 个 或 更 多 亚 基 组 成 的 复合 体 ( 表 12-2) 。 下 面 我 们 来 评论 几 个 结构 
和 功能 的 特征 。 

TAF TBP 与 大 约 10 个 TAF 结 合 


2-2 ARS η] : 
两 个 TAF 在 启动 子 处 结合 DNA 元 件 , 如 -. ΣΟ; RNARAM TSMR ERAT 


起 始 子 元 件 《Inr) 和 下 游 启 动 子 元 件 - 一 ΠΚΒ 
(DPE) (图 12-14)。 几 个 TAF 与 组 蛋白 el 

有 结构 同 源 性 ， 并 且 ， 尽 管 没 有 证 据 ， 已 ned i 

有 人 提出 它们 可 能 以 相似 的 方式 与 DNA πας l 

Aiea. {5| a, R “Β ( Drosophila) 的 AEE 2 

TAF42 和 TAF62 已 被 表明 形成 一 个 类 似 oe 

FH3 + HARA (第 7 章 ) 的 结构 。 这 

RREA TAF 不 仅 在 TFID SA AR 
发 现 ， 而 且 与 一 些 组 蛋白 修饰 酶 结合 ， 如 注 : 表 中 所 列 数目 为 酵母 的 情况 ， 但 其 他 真 核 细 
酵母 的 SAGA 复合 体 〈 表 7-7). 胞 ， 包 括 人 类 的 ， 也 很 近似 。 然 而 还 是 有 些 不 同 点 ， 如 


人 类 TFIIF 只 有 2 个 亚 基 ，TFIIA 有 3 个 亚 基 。 

— A’ TAF 似乎 调控 TBP 5 DNA 的 结合 。 它 利用 一 个 与 TBP 的 DNA 结合 表面 
结合 的 抑制 性 盖子 来 完成 这 一 任务 一 一 这 是 另外 一 个 分 子 模 拟 的 例子 。TBP 要 与 TA- 
ΤΑ 第 合 ， 这 个 盖子 就 必须 被 移 去 。 

TFIIB 此 重 日 质 为 一 条 多 肽 单 链 ， 在 TBP 之 后 进入 前 起 始 复合 体 (图 12-14). 
TPUB-TBP-DNA 三 元 复合 体 的 晶体 结构 显示 出 特殊 的 TFIIB-TBP 和 TFIIB-DNA 联系 
(Η 12-17)， 其 中 包括 与 TATA 元 件 上 游 的 大 沟 (至 BRE， 图 12-14) 和 下 游 的 小 沟 之 
间 的 碱 基 特 异性 相互 作用 。TEFIIB 与 TBP-TATA 复合 体 的 非 对 称 性 结合 造成 了 前 起 始 
复合 体 其 余部 分 组 装 的 非 对 称 性 以 及 由 此 引起 的 单 向 转录 。TFIIB 在 前 起 始 复合 体 中 也 
J Pol I 接触 。 因 而 ， 此 蛋白 质 似乎 是 连接 结合 了 TATA 的 TBP 与 聚合 酶 之 间 的 桥 
Ro WIR TFIIB 的 部 分 区 域 以 与 细菌 中 cs 连接 区 相似 的 方式 插入 Pol TAY 
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RNA 出 口 通 道 和 活性 中 心 裂 际 。 


图 12-17 TFIIB-TBP- 局 动 子 复合 体 。 此 结构 显示 了 结合 在 TATA 序列 上 的 TBP 和 蛋白， 正如 我 
们 在 前 面 的 图 中 所 看 到 的 。 这 里 ， 通 用 转录 因子 TFIIB (以 绿 松 色 表示 ) 已 经 加 上 了 。 这 个 三 
重复 合体 形成 了 一 个 平台 ， 在 前 起 始 复 合体 组 装 过 程 中 ， 其 他 通用 转录 因子 和 Pol 1 KSRE 
集 到 此 平台 上 (Nikolov D. B., et αἰ. 1995. Nature 377; 119.) 图 像 使 用 MolScript、BobScript 
和 Raster 3D 等 软件 制作 ， 图 像 两 侧 延 伸 的 DNA 模型 由 Leemor Joshua-Tor 建立 。 


TFOF 这 个 双 亚 基 AŽ) 因子 与 Pol [结合 并 与 Pol 1 〈 以 及 其 他 因子 ) 一 起 
KRAFT ο Pol 14 TFIIF 的 结合 起 着 稳定 DNA-TBP-TFIIB 复合 体 的 作用 ， 
并 且 是 TFIIE 和 TFIIH 被 募集 到 前 起 始 复 合体 上 的 前 提 条 件 (图 12-15) 在 酵母 中 ， 
这 个 因子 包括 第 三 个 亚 基 (K 12-2) ， 但 第 三 个 亚 基 的 功能 未 知 。 

TFIIE 和 TFIIH ΤΕΠΕ 4 TFIIF 相似 ， 由 两 个 亚 基 构成 ， 它 是 下 一 个 结合 到 前 起 
始 复合 体 上 的 ， 并 参与 TFIIH 的 募集 以 及 调控 。TEFIIH 控制 着 依赖 ΑΤΡ 的 从 前 起 始 
复合 体 向 开放 式 复合 体 的 转变 。 它 也 是 通用 转录 因子 中 最 大 和 最 复杂 的 一 一 它 有 10 个 
亚 基 ， 而 且 分 子 质量 与 聚合 酶 本 身 相 当 。TFIIH 内 有 两 个 亚 基 具有 ΑΤΡ 酶 的 功能 ， 还 
有 一 个 亚 基 是 蛋 白 激酶 ， 参 与 启动 子 的 解 旋 和 逃离 ， 如 上 面 所 描述 过 的 。 与 其 他 因子 一 
E, ATP 酶 亚 基 还 参与 核 苷 酸 错误 匹配 的 修复 GE 9 章 )。 


体内 的 转录 起 始 需 要 其 他 蛋白 质 参与 ， 包 括 中介 和 蛋白 复合 体 


到 现在 为 止 ， 我 们 已 经 描述 了 在 体外 Pol TI 从 一 条 裸露 的 DNA 模板 起 始 转录 所 需 
的 条 件 。 但 是 我 们 已 经 指出 ， 细 胞 内 高 水 平 的 、 受 调控 的 转录 还 额外 需要 转录 调控 蛋 
日 、 中 介 重 日 复合 体 和 核 小 体 修饰 酶 〈 其 自身 常常 是 大 的 蛋白 质 复合 体 的 组 成 部 分 ) 
(图 12-18) 。 各 修饰 复合 体 的 特征 列 在 表 7-8 中 。 

这 些 额 外 需求 的 原因 之 一 是 DNA 模板 在 细胞 内 包装 在 染色 质 内 ， 正 如 我 们 在 第 7 
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草 中 讨论 过 的 。 这 一 条 件 使 聚合 酶 及 其 相关 因子 与 启动 子 的 结合 变 得 复杂 。 称 为 激活 因 
子 的 转录 调控 和 蛋白 帮助 将 聚合 酶 募集 到 启动 子 上 ， 使 其 稳定 地 结合 在 那里 。 这 一 募集 过 
程 定 通过 DNA 结合 的 激活 因子 、 染 色 质 修饰 及 重 塑 因子 、 及 转录 机 器 组 成 部 分 之 间 的 
相互 作用 介 导 的 。 其 中 一 个 相互 作用 是 与 中 介 复 合体 (因此 而 得 名 )。 中 介 和 蛋白 通过 一 
个 表面 与 大 聚合 酶 亚 基 的 CTD“ 尾 巴 ” 结 合 ， 而 将 其 他 表面 用 于 与 DNA 结合 的 激活 因 
子 之 加 的 相互 作用 。 这 解释 了 在 细胞 内 成 功 地 进行 显著 的 转录 需要 中 介 和 蛋白 的 原因 。 


图 12-18 在 中 介 蛋 白 、 核 小 体 修 饰 因子 和 重 塑 因子 ， 以 及 转录 激活 因子 存在 
时 前 起 始 复合 体 的 组 装 。 除 了 图 12-15 中 所 示 的 通用 转录 因子 之 外 ， 结 合 在 基 
因 附 近 位 点 的 转录 激活 因子 募集 核 小 体 修饰 和 重 塑 复 合体 、 中 介 和 蛋白 复合 体 ， 
共同 帮助 形成 前 起 始 复合 体 。 


除了 在 转录 激活 中 的 这 一 核心 作用 外 ， 中 介 和 蛋白 中 单个 亚 基 的 缺失 常常 只 导致 一 个 
小 子 集 的 基因 失去 表达 ， 每 个 亚 基 对 应 不 同 子 集 的 基因 〈 它 是 由 许多 亚 基 构成 的 ) 。 这 
一 给 采 很 可 能 反映 了 一 个 事实 ， 即 不 同 激活 因子 被 认为 与 不 同 中 介 和 蛋白 亚 基 相 互 作 用 而 
将 聚合 酶 市 到 不 同 的 基因 上 。 此 外 ， 中 介 有 蛋白 还 通过 调控 TFIIH 内 的 CTD 激酶 来 帮助 
转录 起 始 。 

对 核 小 体 修饰 因子 和 重 塑 因子 的 需求 在 不 同 的 启动 子 上 甚至 同一 启动 子 在 不 同 的 环 
境 下 都 是 不 同 的 。 无 论 何 时 何 处 ， 只 要 需要 这 些 复合 体 也 是 由 DNA 结合 的 激活 因子 募 
集 的 。 

我 们 将 在 第 17 章 中 讨论 中 介 和 蛋白 和 修饰 因子 在 激发 转录 中 的 作用 。 现 在 我 们 要 考 
察 中 介 乍 日 的 一 些 结构 和 功能 上 的 特性 。 


中 介 蛋 白 包含 很 多 亚 基 ， 其 中 有 些 亚 基 从 酵母 到 人 类 是 保守 的 


如 图 12-19 所 示 ， 酵 母 和 人 的 中 介 蛋 白 各 自 包括 20 个 以 上 的 亚 基 ， 其 中 7 个 在 两 
种 生物 之 间 表 现 出 显著 的 序列 同 源 性 〈 起 初 二 者 的 亚 基 名 字 是 不 同 的 ， 反 映 出 在 确认 它 
们 的 过 程 中 所 使 用 的 实验 方法 的 不 同 。 但 最 近 确 立 了 一 个 协定 ， 不 同 生 物体 中 相当 的 亚 
基 取 一 样 的 名 字 。 图 12-19 采用 了 这 种 命名 ) 。 这 些 亚 基 的 功能 几乎 都 没有 鉴定 。 只 有 
一 个 《srb4/Medl7) 是 几乎 所 有 Pol [基因 在 细胞 内 转录 所 必需 的 。 低 分 辨 率 的 结构 
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比较 提示 两 种 中 介 乍 白 具有 相似 的 形状 ， 而 且 二 者 都 非常 大 ， 其 至 比 RNA 聚合 酶 本 身 
还 要 大 。 


人 类 中 介 和 蛋白 


图 12-19 酵母 和 人 类 中 介 蛋 白 的 比较 。 大 多 数 亚 基 在 酵母 和 人 类 中 都 有 ， 不 
同 的 亚 基 以 浅 色 阴影 显示 。 (来 源 : Yeast Mediator: modified from Guglielmi 
B. et al. 2004. Nucleic Acids Res. 32: 5379-5391, Fig.8B; human Mediator: 
modified, with permission, from Malik S. and Roeder R. G. 2005. Trends bio- 
chem. Sci. 30; 256—263, Fig. la. © Elsevier. ) 


WEEE ALA ZS BY PoP a A AB a FP Pe Re TT, BE BEER A 2 SE (图 12- 
19) 。 在 体外 这 些 模 块 在 某 些 条 件 下 能 够 彼此 分 离 。 这 一 观测 结果 以 及 人 类 中 介 和 蛋白 取 
决 于 分 离 手段 可 获得 多 种 多 样 的 组 合 (和 大 小 ) 的 事实 ， 使 人 们 认为 存在 各 种 形式 的 中 
介 香 日 〈 尤 其 在 多 细胞 动物 中 )， 每 一 种 形式 都 包含 一 些 中 介 蛋 白 亚 基 的 子 集 。 而 且 ， 
还 认为 不 同 的 形式 参与 调控 不 同 子 集 的 基因 或 者 应 答 不 同类 别 的 调控 因子 (激活 因子 或 
抑制 因子 )。 然 而 ， 同 样 可 能 的 是 所 观察 到 的 亚 基 组 成 的 变化 是 人 为 造成 的 ， 仅 仅 反映 
了 分 离 方 法 的 不 同 。 


一 组 新 的 因子 激发 Pol Π KE 1H ΕΝΑ 校对 


如 前 所 述 一 旦 聚合 酶 逃离 了 启动 子 并 起 始 了 转录 ， 便 转 人 了 延伸 阶段 。 这 一 转变 包 
括 Pol 工 酶 脱落 其 大 部 分 起 始 因子 ， 如 通用 转录 因子 和 中 介 有 蛋白。 另 一 组 因子 被 募集 在 
它们 的 位 置 上 。 其 中 的 一 些 (如 TFIIS 和 hSPT5) 是 延伸 因子 (elongation factor), ΗΒ, 
就 是 激发 延伸 的 因子 ， 其 他 的 是 RNA 加 工 所 需要 的 。 参 与 RNA 加 工 的 酶 像 一 些 之 前 
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已 经 讨论 过 的 起 始 因子 一 样 ， 被 募集 到 Pol KEK C 端 尾 巴 (CTD) 上 (图 12- 
20)。 然 而 ， 在 这 一 情况 中 ， 那 些 因 子 更 喜欢 CTD 被 磷酸 化 的 形式 。 因 而 ，CTD 的 磷 
酸化 导致 了 起 始 因子 与 延伸 和 RNA 加工 所 需要 的 那些 因子 之 间 的 交换 ， 
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图 12-20 RNA 加 工 酶 是 由 聚合 酶 的 CTD 尾巴 募集 的 。a. 参与 RNA 加工 的 各 种 因子 由 聚合 酶 的 CTD 
尾巴 蕉 集 。 不 同 因子 的 募集 取决 于 尾巴 的 磷酸 化 状态 。 这 些 因子 随后 在 需要 的 时 候 转 移 到 RNA 上 «πι 
IEX PR). b. 第 一 行 显 示 尾 巴 的 示意 图 ， 以 及 一 个 拷贝 的 七 肽 重复 序列 。 被 磷酸 化 的 丝氨酸 残 基 的 位 
午 在 第 一 、 三 行 中 标 出 。 位 置 5 处 的 丝氨酸 残 基 的 磷酸 化 见于 启动 子 逃 离 后 ， 并 与 加 帽 因子 的 募集 相 
Ko ME 2 处 的 丝氨酸 残 基 的 磷酸 化 见于 延伸 期 间 ， 并 与 剪接 因子 的 募集 相关 。 参 与 转录 延伸 和 RNA 
加 工 的 因子 的 募集 是 重 春 的。 因此， 延伸 因子 hSPT5 被 募集 到 在 Ser5 磷酸 化 的 尾巴 上 。 


MIERE Pol 工 的 晶体 结构 可 以 明显 看 出 ， 聚 合 酶 CTD 的 位 置 直接 与 新 合成 的 RNA 
离开 此 酶 的 通道 相 邻 。 ( 它 能 够 从 酶 体 延 伸 出 大 约 800A 它 还 非常 长 也 就 是 说 ， 约 7 倍 
于 酶 的 其 他 部 分 的 长 度 。)。 这 些 特征 使 得 它 的 尾巴 可 以 与 延伸 和 加 工 机 器 的 几 个 组 分 结 
合并 将 它们 运送 到 新 生成 的 RNA 处 。 

AE A BUA IAE h Pol 了 [ 介 导 的 延伸 。 其 中 之 一 是 激酶 P-TEFb, © 
征 由 转录 激活 因子 募集 到 聚合 酶 上 的 。 一 旦 与 Pol 了 [结合 ， 此 蛋白 质 就 将 CTD 重复 序 
列 中 位 置 2 处 的 丝氨酸 残 基础 酸化 ， 此 磷酸 化 事件 与 延伸 相互 关联 。 此 外 ，P-TEFb 磷 
酸化 并 因此 激活 另 一 个 称 为 hSPT5 的 蛋白 质 ， 它 本 身 是 一 个 延伸 因子 。 最 后 ， 还 有 另 
一 个 延伸 因 了 于 ，TAT-SF1， 被 P-TEFb 募集 。 因 而 ，P-TEFb 以 三 种 不 同 的 方式 激发 
延伸 。 

万 一 类 延伸 因子 是 所 谓 的 ELL 家 族 。 它 们 也 结合 延伸 中 的 聚合 酶 并 抑制 聚合 酶 的 
瞬时 停顿 ;否则 的 话 ， 这 种 暂停 会 在 DNA 的 许多 位 点 发 生 。 第 一 个 人 类 ELL 蛋白 最 
急 是 在 急性 髓 系 白血病 中 作为 一 个 经 历 置换 的 基因 产物 而 被 发 现 。 

太一 个 不 影响 起 始 但 激发 延伸 的 因子 是 TFIIS。 类 似 ELL 此 因子 促进 延伸 的 总 体 
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速度 ， 这 是 通过 在 遭遇 到 趋向 于 减缓 聚合 酶 进程 的 序列 时 限制 其 暂停 时 间 而 实现 的 。 聚 
合 酶 并 不 是 以 一 个 固定 的 速度 转录 整个 序列 的 ， 这 是 其 特征 之 一 。 相 反 ， 它 会 周期 性 地 
暂停 ， 有 时 在 恢复 转录 前 会 暂停 相当 长 的 时 间 。 在 TFIIS 存在 时 ， 聚 合 酶 在 任何 一 个 
特定 位 点 上 暂停 的 时 间 都 会 被 缩短 。 

TFIIS 还 有 另外 一 个 功能 : 它 参 与 由 聚合 酶 进行 的 校对 。 我 们 在 本 章 的 开头 已 经 谈 
到 了 聚合 酶 是 如 何 能 够 低 效 地 用 酶 的 活性 位 点 来 进行 核 苷 酸 挫 人 的 逆 回 反应 而 去 除 钳 旋 
加 入 的 碱 基 的 。 除 此 之 外 ，TEFIIS 能 够 激发 聚合 酶 内 固有 的 RNA 酶 活性 〈 非 活性 位 点 
的 部 分 ) ， 人 允许 通过 局 部 的 有 限 的 RNA 降解 这 样 一 个 不 同 的 途径 来 去 除 错 误 加 入 的 碱 
基 。 这 一 特征 与 细菌 中 的 Gre 因子 激发 的 水 解 编辑 相 类 似 。 图 12-21 显示 了 尽管 结构 上 
THK (序列 也 无 关 )，TFIIS 和 Gre B 如 何以 同等 的 方式 分 别 与 酵母 和 细菌 的 聚合 酶 结 
合 来 激发 同样 的 反应 。 
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图 12-21 TFIIS 和 GreB 行为 相似 。 本 图 以 切 掉 一 部 分 复合 体 的 形式 显示 暂停 的 RNA RG 
ΚΠ 5 TFUSR AK (AR) 及 细菌 ΕΝΑ 聚合 酶 与 GreB (ΠΗ͂) 的 主要 特征 。TFIIS GH 
fi.) Πλ RNA 聚合 酶 [的 核心 ， 而 GreB (hE) 插入 细菌 RNA 聚合 酶 的 通道 。 在 
每 种 情况 下 ， 主 要 的 催化 镁 离子 指定 为 Metal A (粉色 )， 两 个 保守 的 酸性 残 基 用 绿色 环 表 
示 。 因 此 我 们 看 见 虽 然 这 两 个 蛋白 是 这 么 不 同 ， 它 们 的 行为 基本 上 一 样 。 虚 线 箭头 表示 撤 
BAY RNA 的 假定 位 置 (也 参见 图 12-10}. (RY: Conaway R. C. et al. 2003. Cell 114. 272- 
274，Fig. 1. © Elsevier. 经 许可 复制 ) 


延伸 RNA 聚合 酶 在 行进 过 程 中 必须 应 对 组 蛋白 


与 转录 起 始 一 样 ， 延 伸 也 在 组 蛋白 的 存在 下 进行 ， 因 为 DNA 模板 整合 在 核 小 体 
内 。RNA 聚合 酶 如 何 通过 这 些 潜 在 的 障碍 而 转录 ? 

比较 裸露 DNA 和 整合 在 染色 质 中 的 DNA 的 体外 转录 实验 揭示 了 染色 质 极 大 地 阻 
碍 转录 。 这 个 实验 设置 提供 了 在 染色 质 存 在 的 情况 下 确定 促 转录 因子 的 分 析 方 法 。 如 
此 ， 在 人 类 细胞 提 物 中 确定 了 一 个 称 为 FACT (facilitates chromatin transcription) 的 
因子 。 顾 名 思 义 ， 这 个 因子 使 在 染色 质 模 板 进行 的 转录 更 有 效 。FACT 是 两 个 非常 保守 
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的 焦 日 的 异型 双 聚 体 ; Spt16 和 SSRP1。 前 者 的 酵母 同 源 基因 在 遗传 学 研究 中 已 经 被 确 
定 与 染色 质 调制 有 关 。FACT 在 延伸 中 的 作用 是 通过 这 个 复合 体 与 已 知 的 延伸 因子 
TFIIS 之 间 的 遗传 相互 作用 而 建立 的 。 

FACT 如 何 起 作用 ? 第 7 章 提 到 核 小 体 是 八 聚 体 ， 由 H2A、H2B、H3、H4 组 蛋 
日 和 DNA 组 成 (图 7-20) 。 这 些 组 蛋白 排 成 两 个 模块 : H2A/H2B RIKA H3/H4 poe 
体 。Spt16 结合 前 者 : SSRP1 结合 后 者 。 令 人 惊奇 的 是 ，FACT 可 以 通过 挪 开 一 个 H2A/ 
H2B 二 聚 体 而 拆除 组 和 蛋白， 也 可 以 通过 放 回 H2A/ H2B 二 聚 体 而 重新 组 装 组 蛋白 。 

因此 ， 我 们 描绘 出 在 延伸 过 程 中 FACT 如 何 起 作用 的 画面 (图 12-22) 。 在 转录 中 
的 RNA RAAT. FACT 挪 开 一 个 H2A/H2B 二 聚 体 。 这 使 得 聚合 酶 通过 那个 核 
小 体 〈 在 体外 ， 已 经 显示 了 从 模板 上 挪 开 一 个 H2A/H2B 二 聚 体 使 转录 能 够 进行 )， 
FACT 还 有 组 蛋 日 伴 护 活性 ; 这 使 得 它 能 够 在 行进 的 聚合 酶 后 将 H2A/H2B Z RIKST 
印 放 回 到 组 蛋白 六 聚 体 中 。 如 此 ，FACT 使 得 聚合 酶 延伸 ， 同 时 保持 了 转录 中 的 染色 质 
的 完整 性 。 
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12-22 FACT 协助 的 通过 核 小 体 的 延伸 模型 。 如 文中 所 述 ，FACT. 显示 为 Spt16 和 SSRP1 的 异型 二 聚 体 ， 能 
够 在 转录 的 RNA 聚合 酶 前 方 拆除 核 小 体 〈 步 聚 一 ) 并 在 其 后 重 装 (步骤 二 )。 具 体 地 说 ， 它 挪 开 H2A/H2B — 
体 。STP6 结合 组 蛋白 H3， 相 信和 能 帮助 核 小 体重 装 。( 来 源 . Reinberg D. and Sims R. 2006. J. Biol. Chem. 281: 23297- 
23301, Fig. 2b. © American Society for Biochemistry and Molecular Bilogy. 经 许可 重 绘 ) 


延伸 聚合 酶 与 各 种 RNA 加 工 所 需要 的 一 组 新 的 蛋白 质 因 子 相 互 作用 


一 且 锌 转录 ， 真 核 细胞 的 RNA 必须 以 各 种 方式 进行 加 工 ， 然 后 再 从 细胞 核 输出 到 
可 翻译 的 地 方 。 这 些 加 工事 件 包括 下 面 几 个 : RNA5' 端 加 帽 (capping), BYE (spli- 
cing) 和 RNA3 端的 多 聚 腺 苷 酸化 (polyadenylation)。 其 中 最 复杂 的 是 前 接 一 一 非 编 
码 的 内 含 子 从 RNA 中 去 除 而 产生 成 熟 的 mRNA 的 过 程 。 这 一 过 程 和 其 他 过 程 (如 
RNA 编辑 ) 的 机 制 和 调控 是 第 19 章 的 主题 。 我 们 在 这 里 讨论 另外 两 个 过 程 。 
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引 人 注 目的 是 ， 参 与 延伸 的 蛋白 质 和 RNA 加 工 所 需要 的 蛋白 质 存在 交 著 。 例 如 ， 
上 面 提 到 过 的 一 个 延伸 因子 ChSPT5) 也 帮助 募集 5 加 帽 酶 到 聚合 酶 的 CTD 尾巴 (位 
T S 上 的 丝氨酸 磷酸 化 〈 图 12-20b))。hSPT5 激活 5 加 帽 酶 的 活性 。 又 如 ， 延 伸 因 子 
TAT-SF1 募 集 剪 接 机 器 的 组 分 到 带 着 Ser2 磷酸 化 尾巴 的 聚合 酶 上 CA 12-20b)。 因 而 
转录 的 延伸 、 终 止 和 RNA 加 工 似乎 是 相互 联系 的 ， 人 们 推测 这 是 为 了 保证 它们 的 正确 
配合 

第 一 个 RNA 加 工事 件 是 加 帽 ， 涉 及 在 RNA 的 5 端 添 加 一 个 修饰 过 的 乌 嗓 叭 碱 基 。 
具体 来 讲 ， 这 是 一 个 甲 基 化 的 鸟 味 叭 ， 而 且 以 一 种 不 常见 的 包括 3 个 磷酸 盐 的 5 -5 连 
接 方 式 加 入 到 RNA 转录 物 中 的 图 12-23 的 底部 )。 

5 帽子 是 由 3 个 酶 反应 步骤 生成 的 ， 细 节 见 图 12-23 及 其 说 明 。 在 第 一 个 步骤 中 ， 
一 个 磷酸 盐 基 团 从 转录 物 的 5 端 去 除 。 然 后 在 第 二 个 步骤 中 ，GMP 部 分 加 上 。 在 最 后 
一 步 中 ， 给 此 核 苷 酸 添加 上 一 个 甲 基 。RNA 从 聚合 酶 的 RNA 出 口 通道 一 出 现 就 给 加 
帽 了 。 这 个 发 生 在 转录 周期 刚刚 进入 了 起 始 和 延伸 阶段 间 的 转变 。 加 帽 之 后 ， 尾 部 序列 
重复 中 的 Ser5 发 生 去 磷酸 化 可 能 导致 加 帽 机 带 的 脱离 ， 而 进一步 的 克 酸 化 (这 次 是 尾 
部 重复 中 的 Ser2) 导致 RNA BY Re Arie BN OLar woes ΓΗ͂ 12-20b)。 

最 后 一 个 RNA 加 工事 件 ，mRNA 3 端的 多 聚 腺 苷 酸化 ， 是 与 转录 的 终止 密切 相关 
的 (图 12-24) 。 正 如 加 帽 和 剪接 一 样 ， 聚 合 酶 的 CTD BE Ha Bae AE 2 RR ὲ 
化 所 必需 的 酶 (图 12-20) 。 一 旦 聚合 酶 到 达 了 一 个 基因 的 末端 ， 就 会 遇 到 一 段 特殊 的 
序列 ， 此 序列 在 转录 到 RNA 之 后 会 引发 多 聚 腺 苷 酸化 酶 加 该 RNA 的 转移 ， 导 致 4 个 
事件 的 发 生 : mRNA 切割 、 许 多 腺 嘿 哈 残 基 被 添加 到 其 3 Η1 5 到 3 核酸 酶 进行 的 
对 还 与 ΕΝΑ 聚合 酶 结合 着 的 RNA 的 降解 、 以 及 随后 由 聚合 酶 进行 的 转录 终止 。 下 面 
详 述 这 一 系列 事件 。 

在 聚合 酶 接近 基因 的 末端 时 ， 两 个 重 日 质 复 合体 由 聚合 酶 的 CTD 运载 : CPSF H 
HARRER REAT, cleavage and polyadenylation specificity factor) 和 CstF 
(切割 刺激 因子 ，cleavage stimulation factor)。 有 些 序 列 一 旦 转录 到 RNA 中 ， 就 会 引 
发 这 些 因 子 向 RNA 的 转移 ， 这 些 序列 称 为 poly-A 信号， 它们 的 作用 方式 在 图 12-24 中 
显示 。 一 旦 CPSF 和 CstF 结合 到 ΕΝΑ 上 ， 其 他 和 蛋白 质 也 就 被 菇 集 ， 先 引起 RNA WY 
Hl, ΑΝ) ΞΕΝΗ ΗΛ. 

ΛΕΝΕ PALE poly-A 聚合 酶 介 导 的 ， 此 酶 在 由 切割 所 形成 的 RNA 的 3 端 添 
加 大 约 200 ARES, EL ATP 作为 前 体 并 以 与 RNA 聚合 酶 相同 的 化 学 机 制 添 加 核 
苷 酸 ， 但 是 它 这 样 做 并 不 需要 模板 ， 因 而 ， 长 腺 苷 酸 尾巴 见 于 RNA 中 ， 而 非 DNA 中 。 
目前 还 不 清楚 决定 polyA 尾巴 的 长 度 的 因素 是 什么 ， 但 是 该 过 程 涉及 其 他 与 poly-A Fr 
列 特异 结合 的 蛋白 质 ， 然 后 成 熟 的 mRNA 从 细胞 核 中 运 出 〈 在 第 13 章 中 讨论 ) 1844 
注意 的 是 ， 长 腺 芽 酸 尾巴 是 由 Pol [产生 的 转录 物 所 特有 的 ， 此 特征 使 得 可 以 在 实验 中 
用 亲 和 层 析 法 分 离 重 日 质 编 公 的 mRNA. 

如 此 ， 我 们 了 解 了 一 旦 基因 被 转录 ， 成 熟 的 mRNA 是 如 何 从 聚合 酶 上 释放 的 。 但 
是 是 什么 终止 聚合 酶 的 转录 呢 ? LRE, RADE RNA 被 切割 和 多 聚 腺 苷 酸化 时 
就 立刻 终止 。 相 反 ， 它 继续 沿 着 模板 移动 ， 产 生 第 二 个 RNA 分子。 聚合 酶 在 终止 前 继 
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12-23 RNA 的 5" 帽子 的 结构 和 形成 。 在 第 一 个 步骤 中 ，RNA 5' 端 的 7- 磷酸 盐 由 RNA 三 
BERANS (triphosphatase) 去除 (一 个 转录 物 的 起 始 核 背 酸 最 初 保留 着 其 a-、B- 和 7 磷酸 
盐 )。 在 下 一 个 步骤 中 ， 乌 苷 酸 转移 酶 (guanylyl transferase) 把 GMP 部 分 加 到 末端 的 BBE 
酸 盐 上 。 这 是 一 个 两 步 过 程 : 首先 ， 酶 一 GMP 复合 体 通过 GTP 释放 BA 7 磷酸 盐 而 产生 。 
然而 酶 的 GMP 转移 到 RNAS’ 端的 B- 磷 酸 盐 上 。 一 旦 形成 了 这 一 连接 ， 新 加 上 的 鸟 味 吟 和 
mRNA 起初 的 5 端的 味 叭 就 由 甲 基 转移 酶 加 上 甲 基 基 团 而 得 到 进一步 的 修饰 。 所 形成 的 5 ΠΒ 
子 结构 随后 将 核糖 体 募 集 到 mRNA 上 以 准备 开始 转录 ( 见 第 14 章 )。 


续 转 录 的 4 个 核 车 酸 才 从 模板 上 分 离 现 在 描述 现行 的 终止 发 生 的 模型 。 

转录 终止 与 高 活性 的 RNase 实施 的 对 RNA 的 毁坏 紧密 关联 

多 聚 腺 苷 酸化 与 转录 终止 密切 相关 ， 虽 然 到 底 是 如 何 关 联 的 还 不 十 分 清楚 。 最 近 ， 
当 第 二 个 RNA 从 聚合 酶 出 现 就 降解 它 的 酶 已 经 被 确认 ， 这 个 酶 本 身 可 能 就 引发 终止 。 
这 被 称 为 终止 的 “鱼雷 模型 (torpedo model)” (K| 12-25α). 

第 二 个 RNA 的 目 由 端 没有 被 加 帽 ， 因 此 可 以 与 真正 的 转录 物 加 以 区 别 。 这 个 新 
RNA 被 一 种 在 酵母 中 称 为 Ratl (人 类 中 是 Xrn2) 的 RNase 所 识别 ， 该 酶 被 另 一 个 与 
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图 12-24 多 聚 腺 背 酸 化 和 终止 。 此 过 程 中 的 各 个 步骤 在 文中 有 描述 。 


RNA 聚合 酶 的 CTD 结合 的 蛋白 CRttl03) 运送 到 RNA 的 末端 。Ratl 酶 活性 很 高 ， 从 
5 一 3 方向 迅速 地 降解 RNA, HANÉ KERN. RNA 不 断 从 中 涌 出 的 聚合 酶 。 转 
录 终 止 可 能 不 需要 Και] 和 聚合 酶 之 间 有 任何 非常 特异 的 相互 作用 ， 可 能 实际 上 是 以 
本 本 章 前 面部 分 描述 过 的 细菌 中 Rho- 依 赖 型 终止 类 似 的 方 似 引 发 的 ， 即 高 活性 的 
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RNase 把 聚合 酶 往 前 推 并 /或 者 将 余下 的 新 生 RNA 转录 物 从 聚合 酶 中 拉 出 来 。 

蚊 管 转录 终止 的 鱼雷 模型 在 目前 占 优势 ， 但 还 是 有 另外 一 个 模型 称 为 “ 变 构 模型 
(allosteric model)” (图 12-25b)。 根 据 这 个 模型 ， 终 止 取决 于 延伸 聚合 酶 的 构象 改变 ， 
构象 改 变 降 低 了 酶 的 活性 ， 导 致 其 后 不 久 就 自发 终止 。 这 个 构象 改变 可 能 与 多 聚 腺 苷 酸 
化 相关 联 ， 可 能 的 引发 原因 有 聚合 酶 CTD 尾巴 的 3 加 工 酶 转移 到 RNA、 随 后 结合 到 其 
他 诱发 构象 改变 的 因子 的 CTD 尾巴 上 等 。 
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12-25 转录 终止 的 模型 : 鱼雷 (torpedo) 和 变 构 (allosteric)。 如 正文 中 所 述 ， 对 于 真 核 RNAPol 开 转 录 一 个 
基因 后 是 如 何 终止 的 存在 两 个 模型 。 图 中 ,在 DNS 上 的 poly-A 位 点 就 在 紧邻 基因 的 下 游 ， 用 亮 绿 段 表示 。 在 转 
录 物 中 也 用 亮 绿 表示 。 绿 色 虚 线 表 示 降 解 的 转录 物 。a. 在 鱼雷 模型 中 ，poly-A 位 点 下 游 转录 的 RNA 被 5 一 3 
RNase (ΠΗ) 攻击 ， 该 RNase 由 聚合 酶 本 身 带 到 这 个 转录 物 上 。 当 这 个 核酸 外 切 酶 人 连 上 聚合 酶 时 ， 它 引发 了 
从 DNA 模板 上 解 离 和 转录 的 终止 。b. 在 变 构 模型 中 ， 聚 合 酶 在 转录 基因 时 具有 高 活性 ， 然 后 ,一 旦 过 了 poly- 
人 A 位 点 ,活性 降低 。 这 个 改变 可 能 由 于 修饰 和 构象 改变 。 即 使 在 变 构 模 型 ， 第 二 个 RNA 要 被 RNase 降解 ， 但 
不 是 终止 的 原因 。 在 此 情况 下 ，RNA 降解 没有 在 图 中 显示 ， 以 强调 这 两 个 模型 不 同 的 终止 机 制 。 (来 源 : Adap- 
ted, with permission, from Luo W. and Bentley D. 2004. Cell 119: 911-914，Fig. 1. © Elsevier. ) 
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RNA 聚合 酶 和 亚 识 别 不 同 的 层 动 子 ， 使 用 不 同 组 别 的 转录 因子 ， 但 还 是 


我 们 已 经 提 到 ， 真 核 细 胞 中 除 Po { 之 外 还 有 另外 两 个 聚合 酶 ，Pol [和 Pol 焉 。 这 些 酶 
是 与 Pol IT 相关 的 ， 甚 至 共用 几 个 亚 基 GE 12-2) ， 但 是 它们 从 不 同 的 启动 子 起 始 转录 并 转 
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录 不 同 的 基因 。 这 些 基 因 编 码 专 门 的 RNA， 而 不 是 和 蛋白质 ， 这 一 点 我 们 已 经 在 本 章 前 面 
的 部 分 中 讨论 过 。 这 些 酶 也 各 自 使 用 自己 独特 的 一 组 通用 转录 因子 。 然 而 ，TBP 是 通用 
的 ， 它 不 仅 参 与 Pol [起 始 的 转录 ， 也 参与 Pol [和 Pol 焉 的 转录 。 

Pol 工具 用 于 一 个 基因 的 表达 ， 那 就 是 合成 rRNA 前 体 的 基因 。 该 基因 在 每 个 细胞 
中 都 有 很 多 拷贝 ， 事 实 上 它 的 表达 水 平 远 远 高 于 其 他 任何 基因 ， 这 也 许 解释 了 为 什么 它 
有 上 自己 专用 的 聚合 酶 。 

rRNA 基因 的 局 动 子 包 括 两 个 部 分 : 核心 元 件 和 UCE (上 游 控 制 元 件 ，upstream 
control element) {ΠΗ͂Ι 12-26 所 示 。 前 者 位 于 转录 起 始 位 点 周围 ， 后 者 在 上 游 100 一 
150bp Rb EARP). BRS Pol 工 之 外 ， 起 始 还 需要 另外 两 个 称 为 SLl1 和 UBF 的 因 
子 。SL1 由 TBP 和 3 个 Pol I 转录 特异 的 TAF 组成， 这 一 复合 体 结合 核心 元 件 。SLl 
只 有 在 UBF 存在 时 才 与 DNA 结合 ， 该 因子 结合 UCE， 引 入 SLI 并 通过 募集 Pol I 而 
从 核心 启动 子 激 发 转录 。 


΄ os ; BLS LTO We } 


图 12-26 Pol | RAF RK. a Pol 工 启 动 子 的 结构 ; b. Pol 工 转录 因子 。 这 里 显示 
的 是 人 类 的 情况 。 酵 母 中 参与 帮助 Pol 工 转 录 的 一 组 蛋白 质 是 明显 不 同 的 。 
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Pol 焉 局 动 子 有 各 种 形式 ， 而 且 绝 大 部 分 具有 位 于 转录 起 始 位 点 下 游 的 不 寻常 特 
征 。 一 些 Pol MAHT (如 tRNA 基因 的 启动 子 ) 包含 两 个 区 域 ， 称 为 盒子 A 和 盒子 
B， 二 者 被 一 个 短 的 元 件 分 隔 开 (图 12-27); 另 一 些 包含 盒 子 A 和 盒子 C (如 5S rRNA 
基因 ); 还 有 一 些 包含 与 Pol I aA TATA 元 件 。 

+j Pol Π Ἠι Pol 工 很 相似 ，Pol 亚 进行 的 转录 除 需 要 聚合 酶 之 外 还 需要 转录 因子 。 
在 这 一 情况 中 ， 这 些 因 子 称 为 TFIIIB 和 TFIIIC (对 于 tRNA 基因 )，5S rRNA 基因 的 
枝 录 还 需要 加 上 TFIIA, 

图 12-27 显示 了 tRNA 的 启动 子 。 这 里 ，TRFIIIC 复合 体 结合 到 启动 子 区 域 。 这 个 
复合 体 将 TFIIB 募集 到 紧邻 起 始 位 点 的 上 游 DNA 上 ， 在 那里 它 转 而 将 Pol 亚 募 集 到 
苇 录 的 起 始 位 点 上 。 然 后 此 酶 起 始 转录 ， 推 测 当 它 转录 时 将 TFIIIC 从 DNA Big ΓΞ 
换 挥 。 与 为 两 类 聚合 酶 一 样 ，Pol 焉 也 使 用 TBP。 在 这 一 情况 中 ， 那 个 普遍 存在 的 因子 
见于 TFIIB 复合 体 中 。 
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图 12-27 Pol 亚 核 心 启动 子 。 这 里 显示 的 是 一 个 酵母 人 RNA 基因 
的 启动 子 。 导 致 转录 起 始 的 事件 的 次 序 在 正文 中 有 描述 。 


小 结 


基因 表达 是 DNA 双 螺 旋 中 的 信息 转移 到 RNA 和 复 日 质 中 的 过 程 ， 重 日 质 的 活性 
则 赋予 了 一 个 细胞 其 形态 学 和 功能 。 转 录 是 基因 表达 的 第 一 步 ， 包 括 将 DNA 复制 成 
RNA. h RNA 聚合 酶 催化 的 这 一 过 程 在 很 多 方面 都 与 第 8 草 中 讨论 的 DNA 复制 的 过 
程 相似 。 在 这 两 种 情况 中 ， 都 从 一 条 DNA 模板 上 合成 一 条 新 的 核 甘酸 链 ， 并 且 DNA 
Al RNA 的 合成 也 都 是 以 5 一 3 方向 进行 的 《〈 也 就 是 说 ， 酶 是 把 每 个 相继 的 核 苷 酸 添加 
到 正在 延长 的 链 的 3 端 ) 。 但 是 这 两 个 过 程 之 间 存 在 几 个 关键 的 区 别 ， 一 些 是 机 制 上 
的 ， 另 一 些 则 反映 它们 所 起 的 不 同 作用 。 

例如 ， 在 DNA 复制 中 ， 整 个 基因 组 被 复制 一 次 ， 而 且 每 次 细胞 分 罕 只 复制 一 次 。 
在 转录 中 ， 基 因 组 中 只 有 一 些 区 域 得 到 转录 ， 而 且 这 些 选 中 的 区 域 在 不 同 的 细胞 中 或 同 
一 细胞 的 不 同时 期 中 是 不 同 的 。 不 同 的 区 域 可 转录 的 程度 也 不 同 ， 即 在 单个 细胞 里 ， 一 
个 特定 的 区 域 可 生成 从 一 个 到 几 千 个 转录 物 。 

转录 和 复制 在 机 制 上 的 区 别 包 括 以 下 方面 : 用 于 生成 一 条 新 DNA 链 的 核 背 酸 是 脱 
氧 核 糙 核 苷 酸 ， 而 在 转录 中 则 是 核糖 核 苷 酸 。 还 有 ，DNA 聚合 酶 只 能 延伸 已 经 存在 的 
多 聚 核 苷 酸 链 ， 因 而 需要 一 段 引 物 ， 而 RNA 聚合 酶 能 够 从 头 起 始 RNA 的 合成 。 

RNA 聚合 酶 从 细菌 到 人 是 高 度 保守 的 。 真 核 细 胞 有 3 TAR. MARA 
一 个 。 真 核 细胞 的 3 个 酶 称 为 RNA Pol 工 、 工 和 亚 。 在 本 章 中 我 们 主要 集中 在 Pol I 
上 ， 因 为 它 是 转录 细胞 中 绝 大 部 分 基因 和 全 部 重 晶 质 编 码 基 因 的 酶 。 

大 肠 杆菌 的 基本 酶 称 为 核心 酶 ， 含 有 各 一 个 拷贝 的 B、B 和 ω 亚 基 和 两 个 拷贝 的 a 
亚 基 。 所 有 这 些 亚 基 在 真 核 细 胞 的 酶 中 都 有 同 源 物 。 细 菌 和 酵母 Pol [的 结构 也 很 相 
似 ， 二 者 都 组 装 成 一 个 蟹 爪 的 形状 ， 在 细菌 的 酶 中 钳子 是 由 最 大 的 亚 基 β 和 8B 组 成 的 。 
活性 位 点 在 钳子 的 基部 ， 进 出 活性 位 点 的 途径 是 由 5 个 通道 提供 的 : 一 个 允许 双 链 
DNA 从 酶 前 部 的 钳子 之 间 进 入 ; 男 外 两 个 允许 两 条 单 链 一 一 模板 和 非 模 板 链 通过 活性 
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位 点 之 后 离开 酶 ， 男 一 个 通道 为 NTP 进入 活性 位 点 提供 途径 ; 在 聚合 位 点 后 面 一 小 段 
距离 从 DNA 模板 上 剥离 下 来 的 RNA 产物 ， 则 从 第 5 个 通道 离开 酶 。 

Pol 下 在 一 个 很 重要 的 方面 与 细菌 的 酶 不 同 。 前 者 在 大 亚 基 的 C 端 未 尾 有 一 个 所 谓 
的 “尾巴 ”*"， 而 细菌 的 酶 是 没有 的 。 这 个 尾巴 是 由 许多 七 肽 序列 重复 组 成 的 。 

一 个 周期 的 转录 要 经 过 3 个 阶段 ， 称 为 起 始 、 延 伸 和 终止 。 虽 然 ΕΝΑ 聚合 酶 能 够 
独立 地 合成 RNA， 但 精确 而 有 效 的 转录 起 始 需要 其 他 称 为 起 始 因子 蛋白 质 的 参与 。 这 
些 因 子 确保 酶 只 从 DNA 上 称 为 启动 子 的 适当 位 置 起 始 转录 。 在 细菌 中 只 有 一 个 起 始 因 
于 5c， 而 在 真 核 细胞 中 则 有 几 个 ， 合 称 通用 转录 因子 。 真 核 细 胞 的 DNA ER) 
体内 的 ， 在 细胞 内 的 有 效 起 始 通常 需要 额外 的 蛋白 质 参与 ， 包 括 中 介 和 蛋白 复 合体 和 核 小 
体 修 饰 酶 。 转 录 激 活 蛋 白 也 是 需要 的 (第 17 Επ), 

在 起 始 过 程 中 ，RNA RGAE 〈 和 起 始 因子 一 起 ) 在 一 个 闭合 式 复 合体 中 与 启动 子 
R. ERAS Γ DNA 仍 保持 着 双 链 的 形式 ， 然 后 这 一 闭合 式 复合 体 经 历 异 构 化 作用 
而 变 为 开放 式 复 合体 。 在 该 形式 中 ， 转 录 起 始 位 点 周围 的 DNA 解 开 ， 从 而 破坏 碱 基 对 
并 形成 一 个 单 链 DNA 泡 。 这 一 转变 使 得 聚合 酶 等 可 以 接近 决定 新 ΕΝΑ 链 中 碱 基 顺序 
的 模板 链 。 起 始 的 这 一 阶段 之 后 是 启动 子 逃 离 : 一 旦 酶 合成 了 一 系列 短 RNA ΟΠΗΣ 
产 性 起 始 )， 它 会 设法 生成 一 段 超 过 10 个 碱 基 的 转录 物 。 此 时 酶 离开 启动 子 而 进入 了 延 
伸 阶 段 。 在 这 一 阶段 中 ， 聚 合 酶 沿 着 基因 移动 ， 同 时 执行 几 项 功能 , 它 打 开 DNA 的 下 
洲 序 列 并 在 活性 位 点 的 上 游 (后 方 ) 将 其 重新 合 上 ;， 它 将 核糖 核 苷 酸 添加 到 正在 延长 的 
转录 物 的 3 端 ; 它 在 聚合 位 点 后 方 大 约 8bp 或 9bp 的 位 置 将 新 形成 的 RNA 链 从 模板 上 
剥离 ; 它 还 校对 转录 物 ， 查 找 〈 并 替换 ) URANO 

细 范 和 丰 核 细胞 中 的 转录 按照 这 些 相同 的 步骤 进行 。 然 而 ， 两 者 也 存在 一 些 区 别 。 
例如 ， 在 细菌 中 ， 向 开放 式 复合 体 转变 的 异 构 化 作用 是 自发 的 ， 不 需要 ATP 水 解 ; 在 
真 核 细胞 中 这 一 步骤 则 是 需要 ATP 水 解 的 。 更 为 惊人 的 是 ， 在 真 核 细胞 中 启动 子 逃 离 
征 由 CTD 尾巴 的 磷酸 化 状态 调控 的 。 这 样 。 在 前 起 始 复合 体 中 与 启动 子 结 合 的 Pol ῃ 
有 一 个 未 磷酸 化 的 CTD, CTD 被 一 个 或 多 个 激酶 磷酸 化 ， 其 中 一 个 是 通用 转录 因子 之 
一 《TFIIH)〉 的 一 部 分 。 

HRR, Pol lay CTD 尾巴 就 将 自己 从 与 启动 子 上 的 其 他 蛋白 质 的 结合 状 
仿 中 释放 出 来 ， 使 聚合 酶 进入 延伸 阶段 。 然 后 CTD 与 参与 转录 延伸 和 “ΝΑ 加 工 的 因 
于 相 络 合 。 因 而 ， 当 聚合 酶 从 启动 子 移 走 并 开始 转录 基因 时 ， 存 在 一 个 起 始 因子 与 延伸 
和 加 工 因 子 的 互 换 。 延 伸 因子 和 参与 加 工 的 因子 之 间 也 存在 相互 作用 ， 确 保 这 些 事件 的 
正确 协调 .细菌 和 真 核 之 间 的 男 一 个 不 同 点 是 后 者 必须 在 延伸 阶段 对 付 核 小 体 。 这 要 求 
万 一 个 复合 体 ， 可 以 在 前 方 拆除 核 小 体 ， 在 后 方 重 装 核 小 体 ， 使 聚合 酶 向 前 。 

在 细菌 和 真 核 细 胞 中 转录 终止 也 是 不 同 的 。 在 细菌 中 有 两 种 终止 子 一 -固有 
(Rho- 非 依赖 型 ) 和 Rho- 依 赖 型 。 固 有 终止 子 包 括 两 个 转录 到 RNA 后 才 起 作用 的 序列 
元 件 。 一 个 元 件 是 一 段 在 RNA 内 形成 一 个 葵 - 环 结构 的 反 向 重复 序列 ， 破 坏 延 伸 聚 合 
RE. HB UBER 〈 仅 与 模板 链 微弱 结合 ) 共同 作用 ， 引 起 转录 物 的 释放 。Rho- 依 
赖 型 终止 子 需要 ATP ΠΗ͂ Rho， 一 个 跳 上 正在 延伸 的 转录 物 上 并 沿 着 转录 移动 直到 遇 上 
聚合 酶 引发 终止 的 和 蛋白质 。 但 在 这 些 生物 体 中 ， 转 录 终 止 据 信 涉 及 另 一 个 蛋白 ， 
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RNase， 儿 看 一 条 新 生 的 转录 物 行进 直到 撞 到 聚合 酶 ， 引 发 终止 。 在 真 核 细胞 中 ， 终 止 
是 与 3 聚 腺 苷 酸化 的 RNA 加 工事 件 密切 相关 的 ， 

在 本 草 中 我 们 讨论 了 RNA 转录 物 5 端的 加 帽 、3 端的 聚 腺 苷 酸化 ， 以 及 后 者 与 转 
录 终 止 之 间 的 联系 。 剪 接 将 在 下 一 章 中 进行 描述 。 
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RNA 勇 接 


本 音 概 要 一 个 基因 的 编码 区 实际 上 是 一 系列 的 
三 联 体 密码 子 ， 它 们 决定 了 多 肽 产物 的 氨 


编码 序列 是 连续 的 ， 即 多 肽 链 上 一 个 氨基 
酸 的 密码 子 与 下 一 个 氨基 酸 的 密码 子 是 直 


μες 接 相 邻 的 。 对 绝 大 多 数 细菌 及 其 叹 菌 体 而 言 
的 确 如 此 。 但 真 核 基因 却 很 少 这 样 ， 其 基因 

勇 接 过 程 的 编码 区 被 非 编码 区 有 规律 地 间隔 开 了 。 
> 所 以 许多 真 核 基 因 是 符合 的 , 由 一 段 
替换 剪接 段 编码 区 组 成 ， 它 们 被 另外 一 段 段 非 编码 
区 隔 开 了 。 编 码 区 称 为 外 显 子 (exon)， 
ποπ), 。 由 于 外 显 子 和 内 含 子 交替 出 现 ， 
RNA 编辑 携带 内 含 子 的 基因 通常 可 称 作 “ 碎 片 ” 或 
“割裂 ”基因 。 从 技术 上 来 说 ， 术 语 外 显 
ΚΗ 子 是 指 在 成 熟 RNA 中 保留 的 任何 序列 片 


段 ， 不 管 这 些 序列 片段 是 否 为 编码 序列 。 
非 编码 的 外 显 子 包 括 mRNA 的 5 和 3 端的 非 翻 译 序 列 (第 12 Be); 剪接 后 稳定 的 非 编 
码 RNA 全 长 序列 如 X 染色 体 失 活 调节 因子 Xit (第 18 章 ); 以 及 有 功能 的 RNA 片段 
如 在 第 18 音 中 提 到 的 小 分 子 RNA (micro-RNA)， 

图 13-1 显示 了 一 个 典型 的 丰 核 基因 ,3 个 内 含 子 把 基因 编 公 区 分 成 了 4 个 外 显 子 。 基 
因 的 外 显 子 数 量 相 差 悬 殊 ， 从 只 有 一 个 内 售 子 的 大 多 数 市 内 含 子 的 酵母 基因 (和 少数 人 
类 基因 )， 再 到 有 50 个 内 含 子 的 鸡 proo2 BURR AA, BAZ 363 个 内 含 子 的 人 
Titin ÆN. Al 13-2 显示 的 是 一 系列 物种 中 每 个 基因 所 含 内 含 子 的 平均 个 数 ， 这 些 物 种 
到 目前 为 止 都 已 测序 。 从 图 中 可 以 清楚 地 看 到 从 单 细 胞 真 核 生 物 如 酵母 ， 到 稍 高 等 的 生 
物 如 线虫 和 果 曲 ， 一 直到 人 ， 内 含 子 平均 数 持续 增加 。 

外 显 子 和 内 含 子 的 大 小 也 变化 不 定 ， 事 实 上 内 含 子 一 般 比 它们 所 分 隔 的 外 显 子 要 长 
得 多 。 例 如 ， 典 型 外 显 子 的 长 度 在 150nt 左右 ， 内 含 子 虽说 也 有 短 的 ， 却 可 长 达 
800kb。 哺 乳 动物 的 二 氧 叶酸 还 原 酶 基因 长 达 31kb 以 上 , 但 只 有 6 个 分 散 的 外 显 子 ， 
对 应 的 mRNA 长 度 为 2kb， 因 此 ， 该 基因 编码 区 不 足 其 全 长 的 10%。 
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图 13-1 典型 的 真 核 基因 。 图 中 所 示 的 基因 有 4 个 外 显 子 ， 被 3 个 内 含 子 分 开 。 如 中 间 
一 行 所 示 ， 转 录 从 启动 子 区 开始 ， 产 生 了 包括 全 部 外 显 子 和 内 含 子 的 premRNA, BYE 
过 程 除去 了 内 含 子 ， 并 将 外 显 子 连接 起 来 ， 得 到 了 成 熟 的 mRNA; RAR mRNA 经 过 进 
一 步 加 工 〈 多 聚 腺 苷 酸化 ， 第 12 章 )， 然 后 转运 出 细胞 核 ， 就 可 以 翻译 得 到 一 个 蛋白 质 
产物 。 从 技术 上 来 说 ，5 先导 区 和 3 非 编 码 区 也 是 外 显 子 ， 因 为 它们 保留 在 成 熟 的 mR- 
NA 中 ， 此 处 用 紫色 表示 它们 是 非 编码 的 外 显 子 状 态 。 


与 没有 内 含 子 的 原核 基因 一 样 ， 真 核 “ 制 裂 ” 基 因 也 整个 地 转录 为 单一 的 一 条 
RNA 链 。 所 以 一 个 典型 的 真 核 基因 ， 其 初始 转录 产物 不 仅 包 括 外 显 子 ， 也 包括 内 含 
了 于， 这 显示 在 图 13-1 的 中 间 一 行 。 因 为 内 含 子 数量 和 长 度 都 可 以 非常 大 ， 初始 转录 产 
物 〈 即 前 mRNA, premRNA ) 实际 上 可 以 很 长 。 人 的 抗 肌 营养 不 良 蛋 白质 基因 是 一 
个 极限 例子 ， 要 全 部 转录 该 基因 ，RNA 聚合 酶 就 得 横 跨 2 400kb 的 DNA 序列 。( 假 设 
转录 速度 为 40bp/s， 不 难看 出 ， 要 获得 该 基因 的 一 条 转录 体 ， 就 得 花费 漫长 的 17h.) 

里 然 基因 结构 如 此 离奇 ， 细 胞 的 蛋白 质 合 成 机 器 (第 14 章 ) 只 会 翻译 密码 子 连续 
排列 的 mRNA， 它 无 法 识别 和 跳 过 这 一 段 段 非 编 码 序 列 。 所 以 “割裂 ”基因 的 初始 转 
录 物 在 翻译 成 蛋白 质 之 前 ， 必 须 先 除去 其 内 含 子 ，。 

从 pre-mRNA 中 除去 内 含 子 的 过 程 称 为 RNA 剪接 CRNA splicing)。 这 个 过 程 将 
pre-mRNA 转化 为 成 熟 的 RNA， 并 且 必 须 绝对 准确 ， 避 人 免 在 外 显 子 连接 处 缺少 或 增多 
哪 介 征 一 个 核 苷 酸 。 我 们 将 在 第 14、15 章 中 看 到 ，mRNA 的 三 联 体 密码 子 是 按 蛋 白质 
编 色 序 列 的 第 一 个 密码 子 所 确定 的 固定 阅读 框 来 翻译 的 。 所 以 如 果 前 接 不 够 准确 ， 比 方 
说 在 两 个 外 显 子 接合 处 少 了 或 者 多 了 一 个 核 苷 酸 ， 必 将 导致 外 显 子 偏离 正确 的 阅读 框 ， 
下 族 的 密码 子 就 会 组 合 错误 ， 从 而 把 错误 的 氨基 酸 挫 入 到 和 蛋白质 中 。 

有 些 pre-mRNA 存在 不 止 一 种 剪接 方式 ， 从 而 产生 不 同 的 mRNA。 例 如， 可 以 除 
去 不 同 组 合 的 内 含 子 ， 这 称 为 可 变 剪 接 (alternative splicing)。 通 过 这 种 方式 ， 一 个 基 
因 可 以 产生 多 个 多 肽 产物 。 可 变 剪 接 的 产物 称 为 亚 型 。 据 估计 ， 人 类 基因 组 中 有 60% 
的 基因 进行 可 变 羡 接 ， 以 使 每 个 基因 产生 多 个 蛋白 质 产物 。 

通过 可 变 坊 接 ， 从 某 个 基因 得 到 不 同 产 物 的 数量 可 以 从 2 种 到 数 百 甚至 数 千 种 。 例 
如 ， 编 码 神经 元 细胞 K 通道 的 大 鼠 Slo 基因， 其 编码 产物 可 达 500 种 之 多 ; 后 面 我 们 
将 会 看 到 的 ， 有 一 个 果 蝇 基因 通过 可 变 剪接 可 编码 多 达 38 000 种 产物 。 
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图 135; 不同 真 核 生物 物 种 每 个 基因 内 含 子 的 个 数 。 图 示 为 一 些 真 核 生物 物种 每 个 基因 内 含 子 的 平均 数 。 
图 中 用 红色 显示 的 是 普通 的 模式 生物 (第 1251). WAE (Saccharomyces cerevisiae), RAR (Dro- 
sophila melanogaster)， 秀 丽 新 小 杆 线 虫 (Caenorhabditis elegans), ΤΗ: (Arabidopsis thaliana )， 和 小 \ 
β (Mus musculus )。 图 中 显示 的 其 他 物种 分 别 为 风 比 亚 按 蚊 (Anopheles gambiae); FAS HAE (Aspergil- 
lus nidulans); Ea (Bigelowiella natans nucleomorph); 线虫 《Canorhabditis briggsae); A fa 
(Candida albicans); XAK% (Chlamydomonas reinhardtii); H Ray (Ciona intestinalis); 新 型 隐 球 菌 
(Cryptococcus neoformans); Kava E (Cryptosporidium parvum); XAMMA (Cyanidioschyzon mero- 
lae); FAEMAAKA (Dictyostelium discoideum); Seiki RH (Encephalitozoon cuniculi); HARRAH (Giar- 
dia lamblia); W% (Guillardia theta nucleomorph); A (Homo sapiens); ΤΠ κ] BUR (Leishmania 
major); 粗糙 脉 孢 霉 (Neurospora crassa); 水 稻 (Oryza sativa); Ἀν ;ὲ EE ( Parameciun aurelia ) ; 
Ba SR EE Ρ (phanerochaete chrysosporium); WHERE (Plasmodium falciparum); FRAN IE JE H 
(Plasmodium yoelii); HWRE} (Schizosaccharomyces pombe); 红 鳍 东方 钝 (Takifugurubripes); 假 
REYES EBA (Thalassiosira pseudonana) Ἠιβῃ 18 YAH (Trichomonas vaginalis), (来 源 : Redrawn, with permis- 
sion, from Roy S W. and Gilbert W. 2006. Nat. Rev. Genet. 7; 212, Fig. 1. © Macmillan. ) 


本 章 我 们 不 仅 讨 论 ΕΝΑ 剪接 的 机 制 和 调控 ， 也 探讨 真 核 基因 编码 区 被 分 隔 的 可 能 原因 。 
我 们 还 会 介绍 RNA 编辑 ， 另 一 种 可 以 改变 初始 转录 产物 以 得 到 不 同 编码 产物 的 途径 。 
RNA 剪接 是 在 人 研究 动物 腺 病毒 基因 表达 的 过 程 中 发 现 的 ， 详 见 框 13-1. 
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框 13-1 图 1 “人 2- 型 腺 病毒 基因 组 图 o 本 图 TE 显示 了 病毒 晚 期 mRNA 的 转录 模式 ， 包括 初始 转录 产 η (上 端的 深 
ERMA). ILF 16. 6、19. 6 和 26. 6 作 图 单位 处 的 ee 


ο. mRNA 的 DNA A 序 列 在 基 ETA a 省 上 的 位 置 a “病毒 晚期 mRNA ABTI RENNI. 


DNA Emit ΑΡΗ κ. ,,͵, . 


. EM mRNA 


— . DNA ο... 


R z 13-1 图 TI 1 — 1- 2-H TONIT mRNA A 的 R 环 定位 。a é .本 示意 图 演示 了 R 环 结构 的 形成 过 程 。 用 限制 酶 消化 得 ga 
的 一 段 双 链 DNA 与 mRNA 混合 , 并 在 80? 4 的 甲 酰 胺 中 加 | 热 到 温 E r DNA 的 变性 温度 。 BKA mRNA. 与 


“其 互补 DNA 的 杂交 导致 另 -条 1 DNA § ERZ, mRNA HOR ARE (不 是 DNA 所 编码 的 ， 第 12 Ἐξ) 也 会 从 杂 


交 体 的 一 端 什 出 来 。b 六 邻 体 mRNA 与 其 人 7 于 2- 型 腺 病毒 基因 组 的 晚期 区 域 IIHI DNA 序列 培养 后 所 观 家 到 的 


R 环 的 电子 显 微 图 谱 及 示意 图 。 . 注意 mRNA 的 3 和 5 端 都 伸 了 | 4 来 。 图 中 DNA 用 黑 色 : 线条 表示 ， ; RNA 用 绿色 线 


条 表示 。< 纤维 蛋白 mRNA 与 腺 病毒 το; 


到 的 RH 的 电子 显 微 图 谱 及 示 间 意 ΚΗ. ο ji : EMs courtesy of b. Chow tr. ᾿ Gelinas R E, Broker T R τ and Ro 


ο berts R 1 1997, An amazing sequence arrangement at the 5’ ends of adenovirus 2 messenger RNA Celll2: i 8, page 


2 Copyright © 1997. Used with permission from Elsevier. ο > Berget S M., Moocre ς, and | Sharp F r A 1997. Τι Spliced 
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图 13-3 还 显示 了 剪接 所 必需 的 第 三 个 序列 ， 称 为 分 支点 (branch point site， 或 称 
分 支点 序列 )。 分 支点 全 部 位 于 内 含 子 之 内 ， 通 常 靠近 3 ' 端 ， 后 面 为 多 聚 咏 啶 区 (Py 
tract), QAI 13-3 Ara. 


5' 外 显 子 内 含 子 3' 外 显 子 


FLA 


图 13-3 ”内 含 子 与 外 显 子 交 界 处 的 核 音 酸 序列 。 图 中 显示 了 5' 和 3' 前 接 位 点 的 共有 序列 和 分 支点 的 保 
守 腺 苷 酸 。 按 照 共 有 序列 标识 的 惯例 ， 如 果 某 一 位 置 有 两 个 核 背 酸 出 现 概率 相似 ， 就 把 两 者 都 标 出 来 ， 
本 图 显示 的 共有 序列 是 人 类 的 情况 。 下 同 〈 除 非特 别 声 明 )。 


以 上 几 个 位 点 各 目的 共有 序列 显示 在 图 13-3 中 。 最 保守 的 序列 是 5 剪接 位 点 的 GU 和 
3 剪接 位 点 的 AG 及 分 支点 的 A。 这 些 高 度 保守 的 核 背 酸 都 位 于 内 含 子 中 一 一 这 也 许 并 不 奇 
怪 ， 因 为 外 显 子 不 同 于 内 含 子 ， 它 是 要 用 来 编码 特定 氨基 酸 的 ， 其 序列 必然 受到 限制 。 


当 内 含 子 两 边 的 外 显 子 连接 时 ， 内 含 子 是 以 套 索 结构 被 除去 的 


让 我 们 首先 讨论 剪接 的 化 学 基础 。 甬 接 是 由 两 步 连续 的 转 酯 反应 ( transesterifica- 
tion) 完成 的 ，pre-mRNA 中 原来 的 一 些 磷酸 二 酯 键 断 开 ， 再 形成 一 些 新 的 磷酸 二 酯 键 
(图 13-4) 。 第 一 步 转 酯 反应 是 由 分 支点 保守 腺 苷 酸 的 2 羟基 引发 的 。 它 作为 亲 核 基 团 ， 
攻击 5 剪接 位 点 保守 鸟 苷 酸 的 磷酸 基 团 〈 该 反应 为 双 分 子 亲 核 取 代 反 应 ， 通 过 5 价 磷 中 
间 体 完成 ) 。 

第 一 步 反 应 的 结果 是 ， 外 显 子 3 端的 核糖 与 内 含 子 5 端 磷 酸 之 间 的 磷酸 二 酯 键 断 
开 ， 而 游离 出 来 的 5 端 与 分 支点 保守 腺 苷 酸 连接 。 这 样 ， 除 了 5'-3' 骨 哥 磷 酸 二 酯 键 连 
接 ， 第 三 个 磷酸 二 酯 键 从 保守 腺 苷 酸 的 2 羟基 伸 出 来 ， 产 生 一 个 三 又 交汇 点 (three 
way junction， 你 守 腺 苷 酸 因而 叫做 分 支点 ) 。 图 13-5 示意 了 这 种 三 联 连接 方式 。 

请 注意 ， 在 第 一 次 转 酯 反应 中 ，5 外 显 子 是 离 去 基 团 。 在 第 二 步 转 酯 反应 中 ，5' 外 
显 于 准确 地 说 ， 是 其 新 游离 出 来 的 3 羟基 ) 反 过 来 作为 亲 核 基 团 ， 攻 击 3' 前 接 位 点 
HY eo] ΓΗ͂ 13-4) 。 第 二 次 转 酯 反应 产生 两 个 结果 。 首 先 ， 当 然 也 是 最 重要 的 ， 是 
把 5 和 3 外 显 子 连接 起 来 了 ;所 以 第 二 次 转 酯 反应 才 是 把 两 个 编码 区 真正 连接 起 来 的 
勇 接 步 又 。 其 次 ， 使 内 含 子 作 为 离 去 基 团 释 放 。 因 为 内 含 子 的 5 端 已 经 在 第 一 次 转 酯 
反应 中 与 分 文 点 腺 苷 酸 连 接 ， 所 以 新 释放 出 来 的 内 含 子 形状 像 一 个 套 索 (lariat), 

在 以 上 两 步 转 酯 反应 中 ， 没 有 增加 新 的 化 学 键 一 一 断 开 了 两 个 磷酸 二 酯 键 ， 同 时 又 
形成 了 两 个 新 的 磷酸 二 酯 键 。 由 于 只 是 移动 化 学 键 ， 这 个 化 学 过 程 不 需要 消耗 能 量 。 但 
征 ， 正 如 我 们 所 见 ， 在 剪接 反应 过 程 中 消耗 了 大 量 ATP。 这 些 能 量 不 是 用 于 化 学 反应 ， 
而 征用 来 正确 组 装 和 运行 剪接 机 器 。 

疯 接 反应 的 男 一 个 要 点 是 其 方向 性 如 何 保证 剪接 只 沿 正方 向 进行 ， 即 朝向 
图 13-4 示 意 的 产物 方向 进行 ? 首先 ， 前 接 向 正方 向 进行 增加 了 体系 的 炉 一 一 一 个 pre 
mRNA 分 子 分 成 了 两 个 分 子 ， 新 的 mRNA 和 套 索 状 内 含 子 。 第 二 ， 切 下 来 的 内 含 子 。 
一 旦 离开 筋 接 体 就 迅速 降解 ， 不 能 再 参加 逆反 应 。 
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图 13-4 ”剪接 反应 。 本 图 显示 了 正文 中 描述 的 剪接 反应 的 两 个 步 又。 在 
第 一 步 中 ，RNA 形成 环 状 结构 ， 图 13-5 中 有 话 细 描 述 。 


图 13-5 剪接 反应 形成 的 三 叉 交 汇 点 的 结构 。 


不 同 的 RNA 分 子 的 外 显 子 可 以 通过 
有 反 式 剪接 的 方式 连接 起 来 


在 上 述 的 剪接 过 程 中 ， 我 们 总 是 假定 
一 个 外 显 子 的 5 剪接 位 点 与 相 邻 的 外 显 子 
的 3 剪接 位 点 直接 连接 。 但 事实 上 并 不 
总 是 这 样 。 在 可 变 剪 接 途 径 中 ， 某 些 外 显 
子 可 以 被 跳 过 去 ， 一 个 给 定 的 外 显 子 可 以 
与 其 下 游 较 远 的 外 显 子 连接 〈 见 后 文 )。 
有 时 不 同 的 RNA 分 子 上 的 2 个 外 显 子 能 
够 在 反 式 剪接 (trans-splicing) 的 过 程 中 “下 
sgn henna td 图 13-6” 反 式 剪接 。 原 本 位 于 两 个 不 同 的 RNA 分 子 上 
Ῥ 3 J o ØM 个 不 后 
on ae ee .... 的 两 个 外 显 子 ， 通 过 反 式 前 接 可 以 连接 进 同 一 条 mR- 
o 3 ΝΑ 中 。 反 式 剪接 的 化 学 过 程 与 前 述 的 标准 剪接 方式 无 
mRNA 都 进行 反 式 剪接 (以 便 获 得 一 段 5 ge 前 接 产物 也 完全 一 样 。 只 是 标准 前 接 中 另 一 个 产物 
引 寻 序列 )， 当 然 许 多 mRNA 也 进行 顺 式 。 是 套 索 结构 ， 而 反 式 剪接 中 则 是 Υ 形 分 支 结构 。 因 为 标 
前 接 。 图 13-6 显示 了 前 述 的 基本 前 接 步 又 准 剪接 是 在 一 条 RNA 分 子 内 形成 环 状 结构 ， 而 反 式 前 
是 如 何 用 来 完成 反 式 前 接 的 。 接 是 把 两 条 ΕΝΑ 分 子 连 到 一 起 ， 


勇 接 体 


RNA 蔓 接 是 由 一 个 叫做 剪接 体 的 大 复合 体 执行 的 


前 述 的 转 酯 反应 是 由 称 为 前 接 体 〈spliceosome) 的 大 型 分 子 “机 器 ” 7 πμ} IL 
互动 动画 13-1)。 这 个 复合 体 包含 约 150 种 蛋白 质 和 5 种 RNA， 大 小 与 将 mRNA 翻译 
成 便 日 质 的 核糖 体 差 不 多 (第 14 章 )。 即 使 只 完成 一 步 剪接 反应 ， 前 接 体 也 需要 水 解 几 
个 分 子 的 ATP。 令 人 惊奇 的 是 ， 剪 接 体 的 多 数 功能 是 由 其 RNA 而 不 是 蛋白 质 组 分 执行 
的 ， 这 再 次 使 人 回想 起 核糖 体 。 因 而 ，RNA 分 子 识别 内 含 子 与 外 显 子 交界 处 的 特异 序 
列 ， 很 可 能 杀 自 催化 了 剪接 过 程 。 

BBA PAY ὁ Ph RNA (U1, U2, U4, U5 和 U6) 统称 为 核 内 小 RNA (small nu- 
clear RNA，snRNA)。 在 大 多 数 真 核 细 胞 中 每 种 snRNA K 100~300nt, 月 与 几 种 和 蛋白 
质 形 成 复合 物 。 这 些 RNA- 和 蛋白 质 复 合 物 称 作 小 核 内 核糖 蛋白 (small nuclear ribonu- 
clear protein, snRNP), 

第 5 章 中 我 们 看 到 了 Ul snRNA 部 分 片 度 的 晶体 结构 ， 该 部 分 是 Ul snRNA 结合 
到 Ul snRNP 蛋白 组 成 的 部 分 。 
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前 接 体 就 是 由 这 些 snRNP 形成 的 巨型 复合 体 ， 但 是 在 剪接 反应 的 不 同时 期 具体 的 
成 分 不 尽 相 同 : 不 同 的 snRNP 在 不 同时 间 进 出 剪接 体 ， 每 种 snRNP 执行 某 些 专门 的 任 
务 。 前 接 体 中 还 有 许多 蛋白 质 不 属于 snRNP， 另 外 一 些 蛋 白质 只 是 与 剪接 体 松 散 结 合 。 

snRNP 在 剪接 中 的 功能 有 3 个 方面 : 识别 5 剪接 位 点 和 分 支点 ; 按 需要 把 这 两 个 
位 点 集结 到 一 起 ; 催化 (或 协助 催化 ) RNA 前 切 和 连接 反应 。 要 执行 这 些 功能 ， 所 有 
RNA-RNA、RNA- 和 蛋白 质 、 和 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 都 很 重要 。 我 们 先 考 察 某 些 RNA- 
RNA 相互 作用 ， 这 些 相 互 作用 发 生 于 单个 snRNP 之 内 、 不 同 的 snRNP 之 间 ， 以 及 
snRNP 与 premRNA 之 间 。 

例如 ， 图 13-7a 显示 Ul snRNA 与 premRNA 的 5 前 接 位 点 之 间 通 过 互补 碱 基 配 
对 发 生 相 互 作用 ， 在 反应 的 后 期 ， 该 位 点 又 为 U6 snRNA 所 识别 ; 第 二 个 例子 见 
图 13-7b ,分 支点 序列 为 U2 snRNA 所 识别 ; 第 三 个 例子 见 图 13-7c， 显 示 U2 snRNA 和 
U6 snRNP 间 的 相互 作用 ， 该 作用 把 5 剪接 位 点 和 分 支点 拉 搜 到 一 起 。 我 们 在 稍 后 就 会 
看 到 ， 正 是 这 些 相 互 作用 以 及 其 他 类 似 的 相互 作用 ， 加 上 由 此 所 导致 的 重 排 ， 推 动 了 甬 
接 反 应 并 保证 其 准确 性 。 


13-7 剪接 过 程 中 形成 的 某 些 RNA-RNA HAH, α. 不同 的 snRNP 在 剪接 反应 的 不 同 阶段 ， 有 
时 识别 premRNA 上 的 相同 或 交友 的 序列 ,如 Ul 和 U6 都 识别 premRNA 的 5 剪接 位 点 ; 
b. U2 snRNP 识 别 分 支点 序列 。c。，U2 和 U6 snRNP 之 间 的 RNA-RNA 互补 配对 ; d. premRNA 
的 同一 序列 在 不 同 阶段 ， 分 别 为 蛋白 质 GE snRNP 的 成 分 ) 和 snRNP 所 识别 。 以 上 每 一 种 变化 都 
伴随 着 剪接 体 组 分 的 来 去 ， 以 及 能 够 使 剪接 反应 进行 的 结构 重 排 。 本 图 所 示 序 列 来 目 酵母 。 


前 面 提 到 ， 某 些 非 snRNP 也 参与 了 剪接 反应 。 例 如 ，U2AF (U2 BAF) 识别 
多 聚 喀 啶 区 及 3 剪接 位 点 ， 并 在 剪接 反应 的 起 始 步 又 中 协助 分 支点 结合 蛋白 Cbranch- 
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point binding protein, BBP) 结合 到 分 支点 上 。 如 图 13-7d 所 示 ，BBP 随后 被 U2 
snRNP 取代 。 其 他 参与 剪接 反应 的 蛋白 质 还 包括 某 些 有 助 于 在 mRNA 上 装载 snRNP 
的 RNA 退火 因子 以 及 DEAD 盒 解 旋 酶 蛋白。 后 者 利用 其 ATPase 活性 解 离 特定 的 
RNA-RNA 相互 作用 ， 以 便 形 成 替代 配对 方式 从 而 驱动 贯穿 于 整个 剪接 过 程 的 重 排 反 
应 顺利 进行 。 
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剪接 过 程 的 详细 步骤 示 于 图 13-8。 首 先 ，5 剪接 位 点 被 Ul snRNP 识别 (通过 其 
snRNA 与 premRNA 之 间 的 碱 基 配 对 ， 图 13-7)。U2AF 的 一 个 亚 基 与 多 聚 喀 啶 区 结 
合 ， 另 一 个 亚 基 与 3 剪接 位 点 结合 。 前 一 个 亚 基 与 BBP 相互 作用 ， 协 助 其 结合 到 分 支 
点 上 。 以 上 形成 的 蛋白 质 和 RNA 结合 体 称 为 早期 CE) 复合 体 。 

随后 ， 在 U2AF 协助 下 ，U2 snRNP 取代 BBP 结合 到 分 支点 ， 这 样 形成 的 结合 物 
PRA A 复合 体 。U2 snRNA 与 分 支点 的 配对 结合 形成 了 一 段 双 螺旋 RNA， 由 于 分 支点 
的 腺 苷 酸 不 配对 ， 所 以 被 挤 出 来 成 为 单 碱 基 凸 出 “〈 图 13-7b) 。 这 样 分 支点 腺 苷 酸 是 非 
配对 的 ， 可 以 与 5 剪接 位 点 发 生 反应 。 

下 一 步 是 A 复合 体 通 过 重 排 把 3 个 剪接 位 点 拉 到 一 起 。 这 个 步骤 是 通过 U4, U6 
及 U5 snRNP 加 入 复合 体 而 完成 的 。 这 3 个 snRNP 合 称 三 联 snRNP (tri-snRNP) 是 
WM HH U4 和 U6 snRNP 通过 其 RNA 组 分 的 互补 配对 相 结 合 ， 而 US snRNP 通过 和 蛋 
日 质 - 重 日 质 相 互 作用 松散 结合 。 随 着 tri-snRNP 颗粒 的 加 入 ，A 复合 体 就 转变 成 ΒΞ 
合体 。 

随后 ，U1 离开 剪接 体 ， 其 在 5 剪接 位 点 的 位 置 由 U6 取代 。 这 要 求 Ul snRNA 
premRNA 之 间 的 碱 基 配对 断 开 ， 以 便 U6 RNA 与 同一 区 域 配对 (实际 上 是 与 一 段 与 
之 重 翁 的 序列 配对 ， 如 图 13-7a 所 示 )。 

以 上 束 是 全 部 组 又 过 程 。 后 续 的 重 排 局 动 了 催化 反应 ， 过 程 如 下 : U4 离开 剪接 
体 ， 以 便 U6 可 以 与 U2 发 生 作 用 (通过 RNA-RNA 配对 ， 图 13-7c) 。 重 排 后 的 剪接 体 
U CHA, 产生 了 活性 位 点 ， 即 重 排 把 构成 活性 位 点 的 所 有 组 分 聚集 到 剪接 体 
内 一 一 U2 和 U6 的 RNA 成 分 参与 了 催化 反应 。 这 个 重 排 也 保证 了 RNA 底 物 处 于 合适 
的 位 置 便 于 反应 进行 。 令 人 惊奇 的 是 ， 不 仅 活 性 位 点 主要 由 ΕΝΑ 构成 ， 而 且 仅 在 剪接 
体 组 装 的 这 个 时 期 才 形成 。 这 种 策略 大 概 有 助 于 降低 错误 剪接 的 概率 。 把 剪接 活性 位 点 形 
成 与 完成 筋 接 体 早 期 组 装 过 程 有 机 地 联系 起 来 ， 使 得 活性 位 点 只 存在 于 真正 的 剪接 部 位 。 

活性 位 点 出 现 后 ， 就 把 premRNA 的 5 剪接 位 点 与 分 支点 拉 到 了 一 起 ， 加 速 了 第 
一 次 转 酯 反应 。5 和 3 剪接 位 点 的 第 二 次 转 酯 反应 由 U5 snRNP 协助 ， 把 两 个 外 显 子 连 
接 在 一 起 。 最 后 的 步骤 是 释放 出 mRNA 产物 及 snRNP。 起 初 snRNP 仍然 与 内 含 子 形 
成 的 套 索 结合 在 一 起 ， 随 着 后 者 的 快速 降解 ，snRNP 又 进入 下 一 轮 循环 。 
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图 13-8 剪接 体 介 导 的 剪接 反应 步骤 。 图 中 显示 了 剪接 体 的 组 装 和 作用 ， 每 一 步 的 详细 过 程 在 正 
文中 有 和 叙述 。 在 每 一 步骤 中 都 有 剪接 体 组 分 加 入 或 离开 。 这 种 结构 重 排 引 起 的 变化 是 剪接 反 应 进 
行 所 需要 的 。 注 意 每 个 复合 体 的 各 字 在 右边 显示 。 有 证 据 表明 ， 有 些 组 分 并 非 如 图 中 表示 的 那 一 
刻 进入 或 离开 ; 比方 说 它们 可 能 还 在 那里 但 结合 程度 松散 ， 而 不 是 彻底 离开 。 同 样 也 不 能 断定 某 
些 变 化 过 程 的 顺序 ， 尤 其 是 涉及 到 U6 配对 变化 的 两 步 : 它 先 在 5 剪接 位 点 取代 Ul1， 还 是 先 取 
代 U4 与 U2 结合 ? 尽管 有 以 上 这 些 不 确定 的 方面 ， 但 在 剪接 反应 的 不 同 阶段 不 同 关键 组 分 的 参 
与 以 及 剪接 体 的 一 般 动力 学 特性 还 是 如 图 所 示 的 。 
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荔 接 机 髓 和 机 制 如 此 复杂 ， 好 像 插 奇怪。 剪接 如 何 进化 成 这 样 ?为 什么 不 能 简单 地 
通过 一 步 而 不 是 前 述 的 两 步 反 应 把 两 个 外 显 子 连接 起 来 ? 要 回答 这 个 问题 ， 让 我 们 介绍 
一 组 内 含 子 (与 我 们 到 目前 为 止 所 讨论 的 不 同 )， 它 们 不 需要 前 接 体 就 可 以 把 HM 
premRNA 上 切 下 来 ， 称 为 自 剪接 内 含 子 〈self-splicing intron), 
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细胞 内 已 经 发 现 的 RNA 剪接 有 3 种 (不 包括 tRNA 加 工 过 程 ， 对 此 我 们 将 在 第 14 
革 中 讨论 )， 如 表 13-1 所 示 。 到 目前 为 止 我 们 只 涉及 细胞 核 内 premRNA 前 接 ， 它 们 在 
所 有 其 核 细胞 都 是 由 剪接 体 完成 的 。 表 13-1 还 显示 了 所 谓 的 了 类 (group Τὸ AI% 
(group Il) 目 甬 接 内 含 子 。 自 剪接 的 意思 是 前 体 ΕΝΑ 中 的 内 含 子 自 身 折 闭 成 一 种 特殊 
的 构象 ， 然 后 催化 自身 释放 的 化 学 过 程 (回忆 一 下 第 6 章 讨论 的 核 酶 的 一 般 特性 )。 自 
勇 接 的 实用 定义 是 ， 在 没有 任何 蛋白 质 或 其 他 RNA 分 子 存在 的 情况 下 ， 内 含 子 可 以 在 试 
党 内 将 目 身 从 RNA 分 子 中 剪接 除去 。 自 剪接 内 含 子 根据 结构 和 作用 机 制 分 为 两 类 。 严 格 
来 说 ， 上 自 剪 接 内 含 子 并 不 是 酶 (催化 剂 )， 因 为 它们 只 介 导 一 轮 RNA 加 工 过 程 CHE 13-2). 

表 13-1 RNA 剪接 的 3 种 类 型 


类 型 丰 度 机 制 催化 机 器 
细胞 核 premRNA ” 很 常见 ， 适用 于 大 多 数 真 核 基 因 两 步 转 酯 反应 , 分 主要 和 次 要 前 接 
支点 为 A 体 


[类 自 剪接 内 含 子 罕见， 来 自 某 些 细胞 器 的 真 核 基因 及 原核 基因 与 pre mRNA 相同 。 内 含 子 编码 的 核 前 


[ΚΗ ”罕见 ， 某 些 真 核 生 物 的 细胞 核 FRNA、 细 胞 ”两 步 转 酯 反应 , 分 与 类 自前 接 内 
化 基因 ， 以 及 少量 原核 基因 LAN G 洛 子 相同 


WT IAA RAR SH. BUREN Ce RPE AY RNA 中 间 产 物 ， 与 细胞 核 
内 pre mRNA 相同 。 如 图 13-9 所 示 ， 内 含 子 通过 分 支点 的 腺 苷 酸 攻击 5 剪接 位 点 (内 
含 子 5 端 与 其 5 端 外 显 子 交界 处 ) 的 磷酸 二 酯 键 。 该 反应 得 到 如 以 前 所 示 的 带 分 支 的 
僚 索 结构 ， 并 在 随后 的 第 二 步 转 酯 反应 中 ， 新 游离 出 来 的 外 显 子 3' 羟 基 攻 击 3' 前 接 位 
点， 释放 出 套 索 状 的 内 含 子 ， 并 把 5 和 3' 外 显 子 连接 起 来 。 


LABWRASTRAWKUAST, ΠΊΞ- 8 


1 类 目 剪接 内 含 子 剪接 机 制 完全 不 同 (图 13-96) 及 互动 动画 13-2。 它 们 使 用 游离 
的 马 苷 或 乌 苷 酸 ， 而 不 是 分 支点 腺 苷 酸 。RNA 分 子 结合 该 鸟 音 或 鸟 苷 酸 ， 并 将 其 35 
基 呈 递 给 5 剪接 位 点 。 以 前 面 提 到 的 形成 套 索 结 构 的 同类 转 酯 反应 ， 把 游离 的 鸟 背 或 
ΘΗΝ 5 端 连接 起 来 。 第 二 步 反 应 与 以 前 讲述 的 完全 相同 : 游离 的 外 显 子 3' 
端 攻击 3 剪接 位 点 。 这 个 反应 把 两 个 外 显 子 连接 起 来 并 释放 出 内 含 子 ， 尽 管 在 这 里 内 
含 子 是 线形 的 ， 而 不 再 是 套 索 状 。 

I 类 目 盈 接 内 含 子 比 卫 类 小 ， 有 一 个 保守 的 二 级 结构 (RNA HALE 6 章 ) 。 该 结 
多 包括 一 个 容纳 鸟 苷 或 鸟 苷 酸 的 结合 口袋 ， 只 要 这 些 鸟 苷 或 鸟 苷 酸 是 以 核糖 的 形式 出 
现 。 除 此 之 外 ， 工 类 自 剪接 内 含 子 还 含有 一 段 “ 内 在 指导 序列 "， 与 5 剪接 位 点 的 序列 
配对 ， 因 而 确定 了 乌 华 亲 核 攻击 的 精确 位 置 〈( 框 13-2). 
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a pre-mRNA 剪接 体 b 了 IT 类 目 剪接 c 工 类 目 剪 接 


图 13-9 I 工 类 和 荆 类 自 剪 接 内 含 子 。 本 图 比较 了 1 类 和 了 [类 目前 接 内 含 子 完成 的 剪接 反应 与 前 述 的 剪接 体 介 导 
MERA. WA A BRE EAS BY AA 7} AY BY Be ie ΝΣ EAS A TA], FA T A re BET A FR 
OY Rite, FEREKA YD. MFIRAWRAR SL, H RNA 通过 折 硬 形成 一 个 乌 苷 结合 口袋 ， 从 而 结 
合 一 个 游离 的 乌 苷 用 以 局 动 剪接 过 程 。 昌 然 这 类 内 含 子 在 体外 无 需 蛋 白质 协助 就 能 够 进行 自身 剪接 ， 但 在 体内 
环境 下 ， 它 们 通常 需要 和 恒 日 质 组 分 来 激活 剪接 反应 。 (来 源 : Adapted with permission, from Cech T. R. 1986. 
Cell 44. 207-210, Fig 1. © Elsevier) 
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应 的 化 学 反应 。 另 外 在 体内 环境 下 ， 自 剪接 内 含 子 与 多 种 蛋白 质 形成 复合 物 以 协助 保持 
正确 的 立体 结构 一 一 部 分 是 通过 遮蔽 RNA 分 子 骨 架 。 折 又 本 身 需 要 ΕΝΑ 骨架 的 某 些 
部 分 与 其 他 部 分 极 接近 ， 而 相应 骨架 区 磷酸 根 携带 的 净 负 电荷 如 果 不 进行 遮 项 势必 相互 
排斥 。 在 体外 ， 提 高 盐 浓 度 〈 即 增加 阳离子 浓度 ) 补偿 了 蛋白 质 的 缺席 。 这 就 是 为 什么 
BY Be ISAS Et AN ig ΕΠΕ. 

Η ΡΥ ΒΕ BBY BAITS HY BY EZ A LA Ee RR TES EAL ER 
RIG IAA IK A BEA SFA RELL, pre-mRNA 剪接 的 进化 起 始点 。RNA 的 俊 
化 功能 保留 下 来 了 ， 但 是 不 再 需要 内 含 子 本 身 具 有 广泛 的 序列 特异 性 ， 而 由 snRNA 及 
其 结合 的 蛋白 质 反 式 提供 绝 大 多 数 功能 。 这 样 内 含 子 只 要 保留 最 少 的 序列 以 保证 剪接 
过 程 发 生 在 正确 的 位 置 ， 从 而 允许 数量 更 多 ， 并 且 大 小 和 序列 也 各 不 相同 的 内 含 子 存 
在 。 

进行 第 一 次 转 酯 反应 的 催化 部 位 ， 其 结构 在 开 类 自 剪接 内 含 子 和 premRNA/ 
snRNP 复合 体 中 高 度 相似 CA 13-10). 。 这 种 现象 进一步 支持 了 下 述 更 广义 的 假设 
(第 6 35): 在 现代 生物 的 进化 早期 许多 细胞 内 的 催化 功能 是 由 RNA 来 执行 的 ， 后 
来 才 基 本 上 被 蛋白 质 所 取代 。 但 是 对 于 剪接 体 和 核糖 体 而 言 ， 这 种 活性 还 没有 完全 被 
EOMERI. H, BRASH RNA 催化 机 制 仍然 保留 在 剪接 复合 体 的 核心 部 分 。 


甬 接 体 怎样 可 靠 地 确定 剪接 位 点 ? 


我 们 已 经 知道 了 一 种 防止 错误 剪接 的 机 制 : 在 剪接 体 组 装 过 程 中 ， 只 有 当 ΕΝΑ 
序列 能 够 被 多 个 组 分 同时 识别 ， 才 能 在 该 部 位 形成 剪接 活性 位 点 。 例 如 ，5' 前 接 位 点 
必须 首先 被 Ul snRNP 识别 ， 然 后 再 被 U6 snRNP 识别 。 两 者 同时 出 错 的 可 能 性 很 小 ， 
所 以 选择 还 是 很 严格 的 。 虽 然 如 此 ，pre-mRNA 剪接 位 点 出 错 的 问题 仍然 非常 严重 . 

考虑 以 下 情况 : 人 类 的 基因 平均 有 8~9 个 外 显 子 ， 可 能 存在 3 种 不 同 的 剪接 方式 。 
但 是 人 类 有 一 个 基因 拥有 363 个 外 显 子 ， 而 果 蝇 的 某 个 基因 有 38 000 种 不 同 的 剪接 方 
式 ， 下 节 将 详 述 。 如 果 不 借助 其 他 外 力 ， 各 种 snRNP 要 从 整 条 RNA 分 子 上 找到 正确 
的 5 和 3' 前 接 位 点 ， 并 将 它们 正确 配对 并 结合 到 一 起 ， 那 么 ， 发 生 一 些 错 误 就 在 所 难 
免 。 需 要 指出 的 是 ， 外 显 子 长 度 一 般 只 有 150nt 左右 ， 而 内 含 子 长 度 平均 可 过 3000nt 
(前 面 提 到 ， 有 的 内 含 子 可 长 达 800 000nt) 。 因 此 必须 从 内 含 子 的 广大 海洋 里 捕捞 外 显 子 .， 

勇 接 位 点 的 识别 容易 犯 两 种 错误 CA 13-11). 一 是 遗漏 了 剪接 位 点 ， 例 如 ， 结 合 
到 某 个 5 剪接 位 点 的 剪接 体 成 分 ， 跳 过 了 正确 的 3' 前 接 位 点 ， 与 缩合 到 下 游 另 一 个 3 
BY Refi κἰ AY BY HEA RP EXT o 

FES WALA BIE ARE AL RU ER. KARA, AAR 
WOE BY BEA. κι AI RST PB FE A 4 GES), BORE, BES 5' 前 接 位 点 的 剪接 体 成 分 就 可 能 
JARE “ΙΒ” 3 前 接 位 点 上 的 前 接 体 成 分 错误 配对 (图 13-11b). 

能 够 增加 剪接 位 点 选择 准确 性 的 两 种 机 制 如 下 。 其 一 ， 如 第 12 章 所 述 ， 在 将 其 个 
基因 转录 为 RNA 时 ，RNA 复制 酶 Π 携带 了 多 种 具有 ΕΝΑ 加 工 功 能 的 蛋白 质 
(图 12-19)， 其 中 包括 参与 剪接 的 蛋白 质 。 当 在 新 合成 的 RNA 分 子 上 遇 到 5' 前 接 位 点 
时 ， 那 些 蛋 白质 就 从 RNA 复制 酶 开 的 C 端 〈 剪 接 相 关 蛋 白质 搭乘 在 RNA 复制 酶 ] 的 


pre-mRNA 


[I 类 自前 接 内 含 子 
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13-10 [RAWRAZHFR premRNA 剪接 过 程 中 ΕΝΑ 催化 区 域 的 假设 折 秋 方式 。 呆 类 
Η BAS RNA 的 虚线 区 取代 另外 4 个 折 丢 域 ， 本 图 没有 描绘 。 


位 置 ) 转移 到 RNA 分 子 上 。 剪 接 体 成 分 一 旦 结合 了 5 剪接 位 点 ， 就 会 做 好 准备 与 那些 
结合 即将 转录 出 来 的 、 下 一 个 3 剪接 位 点 的 剪接 体 成 分 相互 作用 。 于 是 在 更 下 游 的 任 
何 竞 争 性 3 剪接 位 点 被 转录 出 来 之 前 ， 剪 接 体 成 分 就 已 经 识别 出 了 正确 的 3' 前 接 位 点 。 
这 种 与 转录 同时 进行 的 剪接 体 组 装 方式 极 大 地 减少 了 外 显 子 遗漏 的 可 能 性 。 

值得 注意 的 是 ， 虽 然 多 数 剪接 体 是 在 基因 转录 的 同时 完成 组 装 的 一 一 具体 到 每 个 外 
显 子 则 是 按 其 被 转录 的 顺序 ， 但 这 并 不 意味 着 内 含 子 本 身 也 是 按 相 同 顺序 剪接 。 与 我 们 
询 巧 的 许多 生物 过 程 ， 如 转录 、 复 制 等 相反 ， 前 接 并 不 涉及 “轨道 ”机 制 。 “轨道” 机 
制 指 某 种 复合 体 在 基因 或 者 信息 体 的 一 端 组 装 ， 并 在 它 向 另 一 端 移动 过 程 中 发 挥 作用 。 

其 二 ， 确 保 优 先 识 别 邻 近 外 显 子 的 剪接 位 点 〈 因 而 更 有 可 能 是 真正 的 前 接 位 点 )， 
以 防止 使 用 错误 剪接 位 点 。 一 种 叫做 富 含 丝氨酸 和 精 氨 酸 的 蛋白 质 (SR 和 蛋白) 结合 到 
外 显 子 中 的 外 显 子 剪接 增强 子 (exonic splicing enhancer, ESE), 结合 到 这 些 位 点 的 SR 
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13-11 ”剪接 位 点 选择 错误 可 能 导致 的 后 果 。a。 遗 漏 一 个 外 显 子 的 后 果 。 这 种 情况 发 生 于 : 结合 到 某 个 5 前 
接 位 点 的 剪接 体 成 分 ， 跳 过 正确 的 3 剪接 位 点 ， 与 结合 到 下 游 另 一 个 3 位 点 的 剪接 体 成 分 相 作 用 。b.， 图 示 剪 接 
体 成 分 识别 “ 假 ” 剪 接 位 点 “〈 序 列 相 似 ， 但 不 是 合法 的 剪接 位 点 ) 所 可 能 导致 的 后 果 。 在 所 显示 的 例子 中 假 位 
点 位 于 外 显 子 内 部 , 使 得 该 外 显 子 的 近 5 端 被 错误 地 当成 内 含 子 而 剪接 掉 了 。 


蛋白 与 剪接 机 器 的 组 分 相 作 用 ， 将 其 引导 到 附近 的 剪接 位 点 。 这 样 剪接 机 器 就 可 以 更 有 效 

地 结合 到 正确 的 剪接 位 点 ， 而 不 会 结合 到 离 外 显 子 较 远 的 错误 位 点 。 具 体 来 说 ，SR 和 蛋白 
将 U2AF 蛋白 引导 到 3 剪接 位 点 并 将 Ul snRNP 引导 到 5 前 接 位 点 (图 13-12) 。 如 前 所 
述 ， 这 些 因子 界定 了 剪接 位 点 ， 使 其 他 剪接 体 成 分 能 正确 地 装配 起 来 。 这 种 引导 作用 ， 或 
者 通过 SR 蛋白 和 剪接 体 蛋 白 间 的 直接 相互 作用 来 实现 ， 或 者 如 最 近 所 提出 的 ， 通 过 与 剪 
接 体 组 装 和 工作 时 形成 的 RNA: RNA 杂 合 体 发 生 相 互 作用 及 对 后 者 的 稳定 来 实现 。 
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图 13-12 SR 蛋白 将 剪接 体 成 分 引导 到 5 和 3 剪接 位 点 。 合 法 剪接 位 点 由 于 邻近 外 显 子 ， 所 以 优先 被 剪接 体 所 识 
别 。 所 以 SR 蛋白 结合 到 外 显 子 的 特定 区 域 (外 显 子 剪接 增强 子 )， 以 此 为 起 点 将 U2AF 和 Ul snRNP 分 别 引导 
到 下 游 的 5 剪接 位 点 和 上 游 的 3 剪接 位 点 。 这 样 就 在 正确 的 位 置 上 启动 了 剪接 体 的 装配 过 程 ， 也 保证 了 剪接 能 够 
按照 前 面 所 氢 述 的 方式 进行 。 (来 源 : Adapted, with permission, from Maniatis T. and Tasic B. 2002. Nature 
418: 236-243. © 2002 Macmillan, ) 


SR A BY RET is AY. CARE SEAS BY Be ΠῚ EE HE A fe ἈΚΉΕ ΓΙΗΜΙΜΙ 
提 到 )， 而 且 调 节 可 变 剪 接 (马上 就 会 讨论 到 )。 它 们 种 类 繁多 ， 有 些 由 生理 信号 调控 ， 
另外 一 些 则 不 受 生理 调控 而 具有 活性 〈 组 成 型 )。 有 一 些 只 在 茶 些 特定 的 细胞 类 型 中 表 
达 ， 调 节 细 胞 类 型 特异 性 剪接 。 下 一 市 我 们 将 讨论 SR 重 日 起 作用 的 一 些 特例 。 


少数 内 含 子 是 由 男 一 组 snRNP 组 成 的 另 一 种 剪接 体 来 剪接 的 


高 等 真 核 生 物 〈 包 括 哺 乳 动 物 、 植 物 等 ) 采用 我 们 前 面 所 提 到 的 主要 剪接 体 来 完成 
绝 大 部 分 pre-mRNA 的 剪接 。 但 是 在 这 些 生物 体内 “与 酵母 不 同 ) 有 些 premRNA 是 
由 另 一 种 丰 度 较 低 的 剪接 体 来 剪接 的 。 这 种 低 丰 度 勇 接 体 含有 茶 些 与 前 述 的 主要 勇 接 体 


替换 剪接 。435 » 


一 样 的 组 分 ， 但 还 有 另外 一 些 单独 的 成 分 。 低 
丰 度 剪接 体 中 的 U11 和 U12 成 分 在 剪接 反应 中 
的 作用 与 主要 剪接 体 中 的 Ul 和 U2 类 似 ， 但 识 
别 的 序列 不 同 。U4 snRNA 和 U6 snRNP 在 两 
类 剪接 体 中 都 存在 ， 虽 然 所 使 用 的 名 称 相 同 但 
实质 上 并 不 完全 一 样 。 而 U5 在 主要 剪接 体 和 低 
丰 度 的 所 谓 次 要 剪接 体 中 是 完全 一 样 的 。 

次 要 剪接 体 识别 一 类 很 少见 的 内 含 子 ， 其 
共有 序列 不 同 于 绝 大 多 数 pre-mRNA 内 含 子 的 
共有 序列 。 这 种 新 发 现 的 次 要 前 接 体 称 为 AT- 
AC BURMA, AA AAS ELAS T 
的 5 端 是 AU，3 ' 端 是 AC (对 应 于 DNA 则 为 
AT 和 Ac)。 后 来 得 知 其 剪接 的 多 数 内 含 子 也 
具有 GT-AG 末端 结构 (与 主流 内 含 子 一 样 )， 
但 在 其 他 场合 内 含 子 的 共有 序列 不 同 于 主要 前 
接 途 径 内 含 子 的 共有 序列 。 

FRIAR YA Sill WY BY Be AZ κα ΜΘ} SZ A I AS [5]. 
但 是 两 种 剪接 体 除 去 内 含 子 的 化 学 过 程 还 是 完 
全 一 样 的 〈 图 13-13)。 与 这 种 保守 的 化 学 过 程 
相 一 致 ，snRNP 所 识别 的 剪接 位 点 序列 差异 影 
Yf snRNA 互补 序列 的 相应 差异 。 所 以 ， 实 际 上 
保守 的 是 剪接 位 点 序列 与 snRNA 碱 基 配对 能 
力 ， 并 非 任何 一 方 的 特定 序列 。 

REENE ATAC 信子 可能 符合 前 图 13-13 pane wie 剪接 体 催 化 的 剪接 
面 讨论 的 进化 图 。 如 前 所 述 ， 有 人 主张 类 内 反应 。 这 种 次 要 剪接 体 作用 于 少数 外 显 子 (例如 ， 
合子 代表 了 折合 子 的 最 原始 形式 。 进 而 ，AT- 在 人 类 可 能 仅 为 1/1000)， 而 这 类 外 显 子 有 特殊 
AC 内 售 子 从 开 类 内 含 子 进 化 ， 并 最 终 产 生 主 流 “的 前 接 位 点 序列 。 虽 然 如 此 ， 化 学 过 程 是 一 样 的 ， 
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的 premRNA NET. 剪接 体 成 分 也 有 相同 的 ， 其 余 不 同 的 成 分 也 是 密 
切 相关 的 。 
τὰ πι 5η FR 


通过 替换 和 剪接 一 个 基因 可 以 得 到 多 个 产物 


如 本 草 前 言 所 述 ， 许 多 高 等 真 核 生物 编码 的 RNA 可 以 通过 替换 剪接， 产生 两 条 或 
多 条 不 同 的 mRNA， 从 而 翻译 出 不 同 的 蛋白 质 〈 或 iofoms)。 目 前 ， 芯 片 分 析 显 示 40% 
的 采 蝇 基因 和 高 达 75 如 的 人 类 基因 需要 经 过 可 变 剪接 。 其 中 很 多 基因 仅 产 生 两 个 剪接 
变异 体 ， 但 在 某 些 例子 中 ， 从 单个 基因 所 能 得 到 的 剪接 变 异体 的 可 能 数目 实在 惊人 一 一 
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几 百 个 (如 大 鼠 的 Slo 基因) 甚至 几 千 个 〈 如 果 蝇 的 DSCAM ÆA). 

一 个 简单 的 例子 是 哺乳 动物 肌肉 蛋白 troponin T ASEA T), Β 13-14 显示 该 
基因 转录 得 到 的 一 段 premRNA, 含有 5 个 外 显 子 。 该 premRNA 可 以 剪接 成 为 两 种 
不 同 的 成 熟 mRNA， 各 有 4 个 外 显 子 。 每 个 mRNA 除去 一 个 不 同 的 外 显 子 ， 所 以 两 者 
只 有 3 个 共同 的 外 显 子 ， 同 时 各 携带 一 个 独特 的 外 显 子 。 但 如 图 13-15 所 示 ， 和 替换 剪接 
可 由 多 种 方式 发 生 。 除 了 选择 不 同 的 外 显 子 ， 外 显 子 还 可 以 延长 〈 通 过 选择 不 同 的 下 游 
5 或 上 游 3 的 剪接 位 点 ) 。 在 其 他 一 些 情况 中 ， 外 显 子 可 以 被 《有意 ) 遗漏 ， 或 内 含 子 
保留 在 成 熟 的 mRNA 中 。 还 有 一 些 替 换 剪 接 是 基因 通过 不 同 的 启动 子 转 录 所 致 ， 结 果 
一 种 转录 产物 中 包含 一 个 5 端 外 显 子 ， 而 另 一 种 产物 中 不 含 此 外 显 子 。 同 样 ， 可 变 的 
多 聚 腺 苷 酸 〈poly-A) 位 点 可 以 使 3 端 外 显 子 被 延伸 ， 或 者 可 变 3 端 外 显 子 被 某 个 特定 
基因 的 一 些 转 录 产 物 所 利用 。 甚 至 还 有 可 变 反 式 剪 接 的 例子 (图 13-6). 
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图 13-14 肌 钙 和 绰 白 基因 的 可 变 剪 接 。 本 图 显示 该 基因 的 一 段 ， 含有 5 个 外 显 子 ， 前 接 成 为 所 示 
的 两 种 不 同形 式 ， 一 种 含有 1、2、4、5 外 显 子 ， 另 一 种 含有 1、2、3、5 外 显 子 。 


情况 外 显 子 遗漏 外 显 子 延 伸 


图 13-15 ΕΝΑ BURA 5 种 模式 。 上 方 表示 一 个 有 3 个 外 显 子 的 基因 。 中 间 是 其 转录 得 到 的 premRNA， 然 后 通 
过 5 种 不 同 的 途径 剪接 。 如 果 包 括 所 有 外 显 子 ， 会 得 到 含有 3 个 外 显 子 的 mRNA。 如 果 遗 漏 第 2 外 显 子 就 会 得 
到 只 有 第 1 和 第 3 外 显 子 的 mRNA。 如 果 第 1 外 显 子 延 伸 ， 就 会 得 到 包括 第 1 内 含 子 的 部 分 序列 以 及 3 个 外 显 
子 的 mRNA。 如 果 保 留 第 1 内 含 子 ， 会 得 到 包含 第 1 内 含 子 全 部 序列 的 mRNA。 而 第 2 和 3 外 显 子 用 来 进行 可 
AEBS Re, MA EMP mRNA， 分 别 包 含 第 1、2 外 显 子 或 第 1、3 外 显 子 。 


替换 剪接 。437 。 


万 一 个 延伸 外 显 子 剪接 的 例子 是 猴 SV40 病毒 的 工 抗原 (图 13-16)。 工 抗原 基因 编 
WPS Aa: 大 工 抗原 (Tag) 和 小 t+ 抗原 (tag)。 这 两 个 蛋白 质 来 自 于 同一 基因 
的 premRNA 的 不 同 可 变 剪 接 。 如 图 13-16 所 示 ， 工 抗原 基因 有 2 个 外 显 子 ， 由 于 使 用 
了 不 同 的 5 剪接 位 点 就 产生 了 不 同 的 成 熟 mRNA。 在 编码 大 工 抗原 的 mRNA 中 ， 外 显 
子 1 直接 与 外 显 子 2 连接 ， 除 去 了 其 间 的 内 含 子 。 反 之 ,小 t 抗原 的 mRNA 是 通过 使 
用 其 他 的 5 剪接 位 点 而 形成 的 。 于 是 ， 它 的 mRNA 还 含有 部 分 内 含 子 序列 。 (此 即 图 
13-15 所 示 的 外 显 子 延 伸 的 例子 .) 这 个 大 的 mRNA 反而 编码 小 蛋白 质 的 原因 是 因为 在 
该 mRNA 所 保留 的 部 分 内 含 子 序列 中 有 一 个 符合 可 读 框 的 终止 密码 子 。 


终止 
αὶ ὑ iii 5! s A SST 


13-16 SV40T 抗原 的 可 变 剪接 。 本 图 显示 SV40 病毒 工 抗原 RNA BEE. 感染 SV 40 的 细胞 中 两 种 前 接 方 
式 都 存在 ， 两 种 抗原 都 产生 。 小 t 抗 原由 大 的 mRNA 编码 ， 该 mRNA 在 第 2 外 显 子 上 游 有 一 个 符合 可 读 框 的 终 
止 密码 子 。5 SST 指 产生 大 工 抗原 mRNA 的 5 剪接 位 点 ;5'sst 指 产生 小 t+ 抗原 mRNA 的 5' 剪 接 位 点 。3'SST 
指 共用 的 3 剪接 位 点 。 


在 感染 SV40 的 细胞 中 ， 两 种 抗原 都 产生 但 功能 不 同 。 大 工 抗原 诱导 细胞 转化 和 缩 
得 细胞 周期 而 小 + 抗原 阻止 细胞 凋 亡 反 应 。 两 者 的 比例 因 剪 接 相 关 和 蛋白 SF2/ASF 的 表 
达 水 平 而 不 同 。 当 SF2/ASF 高 表达 时 ， 驱 使 剪接 体 更 多 地 使 用 最 近 的 5 剪接 位 点 ， 从 
而 产生 更 多 的 t+ 抗原 mRNA, hF SF2/ASF 属于 SR 蛋白 ， 可 以 设想 当 其 含量 丰富 时 
会 结合 到 第 2 外 显 子 的 剪接 增强 区 ， 然 后 在 那儿 指导 组 装 剪接 体 。 

在 基因 组 范围 的 研究 中 ， 最 常见 的 可 变 剪 接 形式 就 是 完整 的 外 显 子 全 部 包含 或 全 部 
排除 在 成 熟 的 mRNA 中 。 这 种 外 显 子 就 是 通常 所 说 的 盒 式 外 显 子 (cassette exon)。 在 
人 约 10 和 的 含 盒 式 外 显 子 的 基因 中 ， 盒 式 外 显 子 是 成 对 出 现 的 ， 但 只 有 一 个 保留 在 前 
接 过 的 mRNA 中， 就 像 我 们 在 a MEEA T (otroponin T) 的 例子 中 所 提 到 的 那样 
(图 13-14)。 在 这 些 基 因 中 ， 一定 存 在 确保 外 显 子 以 互 不 相 容 (mutually exclusive) 的 
方式 进行 剪接 的 机 制 。 


确保 互 不 相 容 性 剪接 的 几 种 机 制 


几 种 机 制 确保 了 可 变 外 显 子 的 选择 互 不 相 容 ， 即 当 一 个 外 显 子 被 选择 留 在 成 熟 的 
mRNA E, 则 为 一 个 就 不 被 选择 (如 同 肌 钙 蛋白 工 的 例子 一 样 ， 当 外 显 子 3 被 选择 
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留 下 ， 则 外 显 子 4 总 是 被 剪 切 择 ， 反 之 亦 然 ) 。 接 下 来 我 们 讨论 这 几 种 机 制 ， 然 后 在 下 
一 六 中 讨论 一 个 特例 , 它 需 要 一 种 特殊 的 机 制 。 

空间 位 阻 考察 一 个 内 含 子 隔 开 的 两 个 可 变 外 显 子 。 如 果 内 含 子 内 的 剪接 位 点 太 人 靠 
近 ， 甬 接 因 子 就 不 能 同时 结合 两 个 位 点 。 因 此 ， 如 图 13-17 的 例子 所 示 ，U 1 snRNP 4 
合 到 两 个 可 变 外 显 子 (外 显 子 2 和 3) 间 的 内 含 子 的 5 剪接 位 点 ， 阻 止 了 U2 snRNP 4 
合 到 同一 内 含 子 的 分 支点 (图 13-17b) 。 或 者 ，U2 snRNP 结合 到 分 支点 阻止 了 Ul 
snRNP 结合 到 5 剪接 位 点 (图 13-17c)。a 肌 钙 蛋白 的 外 显 子 3 和 4 就 是 通过 这 种 机 制 
达到 互 不 相 容 的 。 


图 13-17 互 不 相 容 性 剪接 : 空间 位 阻 。a. 图 示 可 变 前 接 的 多 种 可 能 性 。b. Ul snRNP 结 
合 到 第 二 个 内 含 子 的 5 剪接 位 点 阻止 了 U2 snRNP 结合 到 该 内 含 子 的 分 支点 ; U2 结合 到 
第 三 个 内 含 子 导 致 外 显 子 3 被 前 切 掉 。c. U2 snRNP 结合 到 第 二 个 内 含 子 的 分 支点 阻止 了 
Ul 结合 到 该 内 含 子 的 SRA, kit, Ul 结合 到 第 一 个 内 含 子 的 5 剪接 位 点 导致 外 
显 子 2 #8, (Brenton Graveley 惠 赠 . ) 


这 种 重 排 可 以 起 因 于 一 个 内 含 子 内 剪接 位 点 的 相对 位 置 或 者 由 于 内 含 子 就 是 太 小 不 
能 发 挥 作 用 。 在 果 晶 中 ， 任 何 小 于 59 个 核 苷 酸 的 外 显 子 均 属 于 这 一 类 。 

主要 剪接 位 点 和 次 要 前 接 位 点 的 联合 如 前 所 述 ， 除 了 主要 剪接 体外 ， 还 存在 男 一 种 
形式 的 剪接 体 即 所 谓 的 次 要 剪接 体 ， 它 识别 不 同 于 前 者 的 剪接 位 点 。 这 两 种 剪接 体 都 不 
能 去 除 含 组 合 位 点 〈 即 一 种 类 型 的 5 剪接 位 点 和 另 一 种 类 型 的 3 剪接 位 点 ) 的 内 含 子 。 
因此 ， 通 过 明智 地 排列 这 些 可 变 剪 接 体 所 识别 的 5 和 3 剪接 位 点 ， 达 到 可 变 外 显 子 的 
互 不 相 容 ， 如 图 13-18a 所 示 。 人 JNK 基因 就 是 如 此 。 

无 义 介 导 降 解 与 迫使 剪接 机 器 以 互 不 相 容 的 形式 剪接 不 同 ， 此 机 制 确 保 只 含 一 个 或 
为 外 一 个 外 显 子 (两 个 内 含 子 不 会 同时 出 现 或 同时 不 出 现 ) 的 mRNA 能 存活 。 换 句 话 
说 ， 尽 管 不 能 保证 互 不 相 容 性 剪接 ， 但 这 种 机 制 的 结果 和 互 不 相 容 性 剪接 一 样 。 无 义 介 
导 降 解 (nonsense-mediated decay, NMD) 基于 的 事实 是 ， 同 时 包含 两 个 外 显 子 产生 的 
mRNA- 含 有 提前 的 终止 密码 子 〈 图 13-18b)。 这 种 mRNA 会 被 NMD 破坏 ， 细 节 在 第 
14 章 中 讲述 (图 14-50}. 
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图 13-18 互 不 相 容 性 剪接 。a. 主要 和 次 要 剪接 体 识别 的 剪接 位 点 。 
b. 无 义 介 导 降 解 。( 来 源 : Brenton Graveley 绘制 、 惠 赠 . ) 


ATRYN Dscam 基因 的 特例 : 大 范围 的 互 不 相 容 性 剪接 


采 蝇 的 Dscam 〈 唐 氏 综 合 症 细 胞 黏附 分 子 ，Down syndrome cell-adhesion mole- 
cule) 基因 能 够 编码 38016 种 不 同 的 蛋白 。 如 图 13-19 所 示 ， 来 自 Dscam 基因 的 每 一 种 
可 能 的 mRNA 都 含有 24 个 外 显 子 ， 其 中 20 个 是 相同 的 ， 另 外 4 个 外 显 子 〈 外 显 子 4， 
6，9 利 17) 在 premRNA 上 是 以 多 种 可 变形 式 存 在 的 。 因 此 ， 外 显 子 4 有 12 种 可 变 
版 本 ， 外 显 了 于 6 有 48 种， 外 显 子 9 有 33 种 ， 外 显 子 17 有 2 种 。 这 些 外 显 子 可 能 的 排 
2 (12X48X33X2) 产生 大 量 可 能 形式 的 成 熟 mRNA, 

Dscam 基因 编码 的 和 蛋 日 是 细胞 表面 和 蛋白， 属于 免疫 球 和 蛋白 (πιπιαπορ]οβι]ίη, Ig) 
超 家 族 成 员 。 图 13-19 下 部 显示 的 是 该 蛋白 的 一 般 结构 。 此 蛋白 分 子 含 有 一 个 跨 腊 区域 
(由 外 显 子 17 编码 ， 因 此 有 两 种 可 变形 式 ); 各 种 亚 型 中 都 相同 的 纤维 连接 蛋白 结构 域 ; 
以 及 Ig 结构 域 ， 其 中 三 个 Ig 结构 域 的 部 分 片段 是 由 高 度 可 变 的 外 显 子 4，6 和 9 所 编 
码 的 。 因 此 ， 不 同 亚 型 的 可 变性 主要 来 自 于 Ig 的 这 些 结构 域 。 

在 条 蝇 中 ，Dscam 蛋白 执行 两 种 完全 不 同 的 功能 : 既 可 以 在 大 脑 的 神经 网 络 模式 
中 起 作用 ， 也 可 以 作为 天 然 免 疫 系 统 的 一 部 分 识别 抗原 。 在 执行 神经 功能 时 ，Dscam 
重 日 介 导 特异 的 细胞 与 细胞 间 相 互 作 用 。 任 何 特定 亚 型 的 蛋白 只 能 和 与 同 亚 型 相互 作 
用 ， 而 不 能 和 其 他 亚 型 相互 作用 。 人 们 认为 这 种 选择 性 确保 一 个 特定 的 轴 突 能 够 区 分 其 
他 轴 突 ， 依 据 是 否 表达 与 其 相同 或 者 不 同 的 亚 型 。 因 此 ， 人 们 认为 Dscam 蛋白 在 建立 
大 脑 神经 网 络 中 起 关键 作用 。 
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图 13-19 FR Dscam 基因 的 多 重 外 显 子 。Dscam 基因 (图 的 上 部 ) 长 61. 2kb。 经 转录 和 前 
接 ， 产 生 一 种 或 多 种 长 度 为 7. 8kb， 由 24 个 外 显 子 组 成 的 mRNA (图 中 显示 这 些 mRNA 的 
一 般 结构 )。 外 显 子 4，6，9 和 17 存在 多 种 互 不 相 容 的 选择 方式 。 因 此 ， 每 一 个 mRNA 都 包 
含 一 个 外 显 子 4 (12 种 可 能 选择 中 的 一 个 ， 用 红色 表示 )， 一 个 外 显 子 6 (48 种 选择 ， 用 紫色 
表示 ) ， 一 个 外 显 子 9 (33 种 选择 ， 用 蓝 色 表示 )， 以 及 一 个 外 显 子 7 (2 种 选择 ， 用 黄色 表 
AX). TEL 4, 6, 9 编码 二 个 Ig 结构 域 的 一 部 分 ， 用 相应 颜色 表示 ; 外 显 子 17 编码 跨 膜 结 
构 域 。 如 果 用 到 这 些 外 显 子 的 所 有 可 能 组 合 ，Dscam 基因 能 产生 38016 种 不 同 的 mRNA Τι 
日 。( 来 源 : Schmucker D. 2000. Ce//101: 671，Fig. 8. © Elsevier 经 许可 改 绘 ) 


在 免疫 系统 中 ， 不 同 亚 型 识别 不 同 的 抗原 ， 就 像 消 椎 动物 体内 的 抗体 一 样 。 人 们 认 
为 进化 压力 驱动 的 多 样 性 来 源 于 这 种 功能 的 选择 。 


Dscam 外 显 子 0 的 互 不 相 容 性 剪接 无 法 用 任何 一 种 标准 机 制 来 解释 ， 而 要 用 
一 种 新 的 策略 来 解释 


如 我 们 前 面 所 看 到 的 ， 外 显 子 6 是 Dscam 基因 中 4 个 可 变 前 接 外 显 子 中 的 一 个 ， 
在 这 个 例子 中 ， 外 显 子 6 有 48 种 可 供 选 择 的 版 本 。 这 种 选择 规模 用 前 几 种 选择 性 剪接 
机 制 无 法 解释 。 例 如 ， 尽 管 空间 位 阻 可 以 解释 毗邻 外 显 子 不 被 剪接 ， 但 不 能 解释 其 他 相 
距 更 远 的 外 显 子 同样 不 被 剪接 。 此 外 ， 在 Dscam 基因 上 所 有 的 剪接 位 点 都 是 主要 前 接 
体位 点 ， 所 以 双 剪 接 体 机 制 不 能 解释 。NMD 同样 无 法 解释 外 显 子 6 的 互 不 相 容 前 接 . 
即使 由 于 包括 0 个 、2 个 或 3 个 外 显 子 而 导致 移 码 ， 一 个 含有 4 个 外 显 子 的 mRNA 与 
只 有 一 个 外 显 子 的 mRNA 具有 相同 的 读 码 框 。 含 7 个 外 显 子 的 mRNA 也 是 如 此 ， 依 此 
类 推 。 

那么 细胞 怎么 保证 在 mRNA 中 只 有 一 个 外 显 子 6 的 变异 体 呢 ? 新 机 制 依赖 pre- 
mRNA 中 可 变 的 RNA: RNA 碱 基 对 结构 。 每 种 可 变 结构 确保 仅 有 一 个 外 显 子 6 的 变 
异体 在 任何 时 候 都 得 到 保护 ， 不 受 普 遍 存在 的 剪接 抑制 所 抑制 。 我 们 现在 考察 这 种 机 制 
是 怎么 工作 的 ， 以 及 通过 果 晶 Dscam 基因 和 其 他 昆虫 物种 中 相应 基因 的 序列 分 析 ， 这 
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种 机 制 是 怎么 被 发 现 的 ? 

图 13-20 显示 的 是 这 种 机 制 的 基本 模型 。 该 模型 有 两 类 保守 序列 元 件 。 第 一 个 元 件 
FAIA LL. (docking site) 位 于 外 显 子 5 和 第 一 个 外 显 子 6 变异 体 (外 显 子 6.1) 之 间 ， 
在 每 个 外 显 子 6 变异 体 前 面 都 有 一 个 拷贝 的 第 二 种 元 件 选 择 子 序列 (selector sequence) 
(图 13-20 中 以 外 显 子 6. 21 为 例 )。 每 一 个 选择 子 序 列 都 是 不 同 的 ， 但 如 图 13-21 ΠΕ. 
它们 都 能 与 停泊 位 点 配对 。 每 个 选择 子 序列 结合 停泊 位 点 的 区 域 有 重 春 ， 因 此 不 同 的 选 
拌 子 序 列 和 停泊 位 点 结合 是 互 不 相 容 的 ， 即 一 次 只 有 一 个 选择 子 能 结合 停泊 位 点 。 能 结 
合 到 停泊 位 点 的 选择 子 序列 使 其 相应 的 外 显 子 6 靠近 外 显 子 5， 从 而 确保 该 外 显 子 6 恋 
异体 被 选择 。 

际 了 使 被 选择 的 外 显 子 6 变异 体 靠 近 外 显 子 5 外 ， 选 择 子 序列 和 停泊 位 点 的 杂交 结 
合 也 确保 该 外 显 子 6 变异 体 免 于 普遍 抑制 机 制 的 作用 ， 这 种 机 制 可 以 抑制 其 他 可 能 的 外 
显 于 6 变异 体 的 剪接 。 一 种 蛋白 〈Hrp36) 作为 一 种 普遍 前 接 抑制 因子 通过 覆盖 其 他 外 
显 于 从 而 抑制 其 留 在 成 熟 mRNA 上 。 由 RNA 杂交 产生 的 局 部 抑制 解除 可 能 是 ΕΝΑ 一 
级 第 构 的 直接 结果 ; 或 者 通过 在 RNA 上 形成 一 个 结构 ， 此 结构 可 被 移 除 抑制 因子 的 蛋 
日 所 识别 ; 或 者 使 被 选择 的 外 显 子 靠近 外 显 子 5 EO i 
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图 13-20 停泊 位 点 : 选择 子 序列 。 外 显 子 6.21 前 的 选择 子 序列 与 停泊 位 点 的 碱 基 配对 。 
(Brenton Graveley 绘制 、 惠 赠 . ) 


ΜῈ 13-3 描述 了 一 个 生物 信息 学 分 析 的 实例 ， 正 是 在 这 个 例子 中 ， 人 们 通过 序列 比 
对 发 现 并 鉴定 了 停泊 位 点 和 选择 子 序列 。 


可 变 剪 接受 激活 因子 和 抑制 因子 调控 


勇 接 调控 蛋白 结合 到 称 为 外 显 子 / 内 含 子 剪接 增强 子 (ESE 或 ISE, exonic/intronic 
splicing enhancer) 或 者 外 显 子 /内 含 子 前 接 减 弱 子 CESS 或 ISS, exonic /intronic spli- 
cing silencer, ISS) 的 特殊 序列 上 ， 前 者 增强 附近 的 剪接 位 点 WB, IG IEG AAR. 
我 们 已 经 介绍 过 增强 子 及 与 其 结合 的 SR 蛋白 (图 13-12) 。 这 些 序列 和 蛋白 质 对 将 剪接 
体 导 引 到 各 个 外 显 子 区 域 非常 重要 ， 即 使 没有 可 变 剪接 也 如 此 。 在 刚刚 提 到 的 组 成 型 可 
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变 剪接 的 例子 中 (图 13-16)， 也 是 SR 蛋白 保证 了 可 变 剪接 的 进行 。 该 蛋 日 质 家 族 数 量 
庞大 种 类 多 样 ， 在 调控 可 变 剪接 方面 也 有 特殊 作用 ， 即 在 不 同 的 条 件 下 引导 剪接 体 到 不 
同 的 剪接 位 点 发 挥 作用 。 所 以 在 发 育 的 某 个 阶段 ， 或 者 在 某 种 类 型 的 细胞 中 ， 一 种 特定 
的 SR 和 蛋白 的 存在 与 否 或 者 活性 高 低 ， 就 可 以 决定 某 一 特定 的 剪接 位 氮 是 否 得 到 利用 。 
图 13-22 是 假设 的 关于 剪接 调控 的 例子 ， 激 活 因 子 结合 到 剪接 增强 子 上 ， 抑 制 因 子 结合 
到 剪接 减弱 地 上 。 


Αα "υ UG G 
:一 AAA UGAA GCCAAUG UUGGGAU GGUACUCGACAAUG 
1111 ο να ο ποτ... 6.1 选 择 子 
-一 UU ACUU CGGUUGC AACCCUG ου---"'' 
C 人 U AA 
UA 
A A U 
一 AAAUUGA U UGAAGU AUAGG GUACUCGACAAUG 
ΣΕ ἐ ΣΕ 
z CU _ GACGGACUUCAACCCUAUUU—--- 
GG G 
UU 
‘—~AAAGAAAACUGCCUGAAUGUUGG GAUAGGGUACUCGACAAUG 
ΠΕ ΤΕΕ ΤΠΕ ΤΙ] 6 .13 选择 子 
:一 UUUUUUUUGUCAGACUUACAA 一 … i 
A A 
ος 
G 
UU 
A U 
ΠΠ“ ΑΛΑΦΨΦΛΑΑΛΟΨΦΟΦΥΦΑ GGGAUAGGGUACUCGACAAUG ve 
[1 11} ΠῚ κτλ]: 6 19 选 择 子 
εὐ AACUUUUGACGGACU υυέυούέυς”..... 
ος 
—AAAUUGAAAACUGCCUGAAUGUUGGGAUAGGGUACUCGACAAUG~—"*: POT 
ΚΟΕ ΤΕΝ 6.27 选 择 子 
AACUUCAGACGGACUUGCAACCCUA— :* 
UG 
U 
A GA 
AAAUUGAAAACUGCCUGAUGUUGG UAGGGUACUCGACAAUG 
ΓΓΕΤ ΤΕ ΤΙΣ PPTL ΤΕ ei id «Ε.Τ: 6 33 选 择 子 
UUUAGCUUUUGGCGGACUACAACC GUUCCG 一 … 
υυ ΑΑ 
AC A U UA 
AAAUUGAAA UGCCUGAUG UGGGA  GGGUACUCGACAAUG 一 -一 … 
11 ΕΤΗ 15111 TELLE FEI 6.41 选 择 子 
GACUUU AUGGAUUAC ACCCU οος----''' 
GA U UG 


图 13-21 六 个 外 显 子 6 变异 体 的 选择 子 序列 ， 每 个 都 与 外 显 子 6 的 停泊 序列 结合 。 每 个 选 
择 子 序列 通过 碱 基 配对 与 停泊 序列 的 细微 不 同 区 域 结合 ， 但 是 这 种 与 停泊 位 点 的 结合 是 互 不 
相 容 的 。 (来 源 : Courtesy of Brenton Graveley. ) 


SR 和 蛋白 利用 某 个 结构 域 结 合 RNA， 如 熟知 的 RNA iB RISER (RNA-recognition 
motif, RRM) (图 5-23 及 图 5-24) 。 每 个 SRSZAMBAA-TAMWM, BAHAR 
AAR, PA RS 结构 域 (RS domain) 。 该 结构 域 位 于 肽 链 的 C 端 ， 介 导 SR ΕΗ ΠΗ 
FEATS AFA AVE. FE BY eh oe Se Fl BE AY BY BEAL ο 

14 — ZR TT A FE FE FEA AY) 4} ZR ΠΜ SE BARR EY BY Be ΥΠΑ, FR BRAY Half-pint & 
白 即 是 。 这 个 激活 因子 调控 果 蝇 卵巢 中 一 组 premRNA 的 可 变 剪接 。 它 通过 结合 到 那 
些 pre-mRNA 特定 外 显 子 的 3 剪接 位 点 附近 并 募集 U2AF 因子 来 进行 调控 。 
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8 细胞 类 型 1 细胞 类 型 2 
剪接 位 点 及 抑制 
因子 作用 位 点 


ο. ΕΜ 
mRNA 


图 13-22; ”可 变 剪 接 的 调控 。 某 些 可 变 前 接 的 外 显 子 总 是 在 成 熟 mRNA 出 现 ， 除 非 受到 某 
种 抑制 重 白 的 阻止 Cob ad; 另外 一 些 则 相反 ， 只 有 某 种 激活 因子 发 挥 作用 ， 才 能 包含 在 成 
玖 的 mRNA 中 〈 见 bl。 上 面 两 种 方式 都 可 以 用 来 进行 剪接 调控 ， 使 得 某 一 特定 的 外 显 子 出 
现在 一 种 类 型 细胞 的 成 熟 mRNA 中 ， 而 不 会 出 现在 另 一 种 类 型 细胞 的 成 熟 mRNA 中 。 


多 数 沉 默 子 由 不 均一 核糖 核 蛋 白 ( heterogeneous nuclear ribonucleoprotein, 
hnRNP) 家 族 的 成 员 识 别 。 这 些 蛋 白质 能 结合 RNA 但 没有 RS 结构 域 ， 所 以 无 法 募集 
航 接 体 。 相 反 它 们 可 以 阻 断 特定 的 剪接 位 点 ， 使 之 丧失 作用 我 们 在 前 面 的 Dscam 例子 
中 看 到 过 类 似 的 功能 ，Hrp36 抑制 了 外 显 子 6 的 变异 体 留 在 mRNA 中 。 另 一 个 例子 是 ， 
hnRNPA1, 它 可 以 识别 并 结合 位 于 HIV tat premRNA 一 个 外 显 子 内 的 沉默 子 并 抑制 
该 外 显 子 最 终 出 现在 成 熟 的 mRNA 中 。 通 过 结合 到 该 位 点 上 上， 抑制 因子 阻 断 了 激活 因 
F SC35 (一 种 SR EA) 对 附近 增强 子 的 结合 。 这 种 阻 断 不 是 直接 的 (两 个 结合 位 点 
30815), ， 而 是 促进 了 其 他 的 hnRNPAI 协同 结合 到 邻近 的 序列 上 ， 并 整个 覆盖 了 增 
强 子 位 点 。 即 便 如 此 ， 另 一 个 SR 蛋白 (SF2/ASF) 仍然 能 够 克服 这 种 抑制 作用 ， 因 为 
SF2/ASF 对 增强 子 的 亲和力 比 SC35 要 大 ， 所 以 能 取代 已 经 结合 的 抑制 因子 。 在 后 面 
第 16、17 章 关 于 转录 调控 的 例子 中 ， 我 们 还 会 看 到 类 似 的 协同 和 竞争 结合 情况 。 

哺乳 动物 的 为 一 个 剪接 抑制 因子 是 hnRNPI 和 蛋白。 有 时 hnRNPI 直接 结合 到 多 聚 喀 
RED. (ATLA hnRNPI 也 叫 多 聚 喀 喧 区 结合 蛋白 )， 阻 断 剪 接 体 的 结合 。 有 时 它 结 合 到 某 个 
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外 显 子 两 个 外 侧 的 序列 上 ， 使 该 外 显 子 不 能 进入 成 熟 的 mRNA。 单 个 外 显 子 的 剔除 有 两 
种 可 能 的 原因 : 中 该 外 显 子 两 端的 hnRNPI 通过 相互 作用 ,使 外 显 子 突起 成 为 一 个 环 ， 当 
甬 接 体 经 过 时 就 把 它 漏 掉 了 ; @ 该 外 显 子 两 端的 hnRNPI 与 其 他 hnRNPI 协同 结合 ， 将 外 
显 于 所 处 的 一 段 RNA 覆盖 起 来 ， 这 也 会 使 得 剪接 体 “ 看 不 到 ”这 个 外 显 子 (图 13-28). 


13-23 hnRNPI 对 剪接 的 抑制 作用 。 这 里 演示 了 两 种 模型 ， 一 种 是 hnRNPI 蛋白 把 整个 外 显 
TEŽEK: 7— E hnRNPI 结合 到 外 显 子 的 两 端 ， 使 之 突起 成 为 一 个 环 而 隐蔽 起 来 。 


可 变 耍 接 的 调控 决定 了 果 蝇 的 性 别 


现在 ， 我 们 来 探讨 一 个 可 变 剪 接 调控 非常 精细 的 例子 一 一 果 蝇 double-sex (dsx) 
基因 的 彭 接 调控 。 一 只 特定 果 晶 的 性 别 取 决 于 其 mRNA 上 两 个 可 变 前 接 产物 中 哪 一 个 
饿 制造 出 来 。 通 过 抑制 因子 和 激活 因子 对 一 连 串 前 接 事件 (splicing cascade) 的 调控 是 
决定 果 蝇 性 别 的 关键 。 


DNA 


pre-mRNA 


剪接 后 的 nRNA 
早期 Sxl 和 蛋白 


13-24 ”在 雄性 和 雌性 果 蝇 中 Sx 基因 的 早期 转录 调控 。Sis A 和 Sis B 基因 位 于 X 染色 体 上 ， 编 码 
控制 Sal 基因 表达 的 转录 激活 因子 。Dpn 是 Sxl 基因 的 一 个 转录 抑制 因子 ， 由 染色 体 2 上 的 一 个 基因 
编码 。 尽 管 雄 性 和 雌性 表达 等 量 的 常 染 色 体 编码 的 Dpn， 但 是 雌性 产生 2 倍 于 雄性 的 转录 激活 因子 
(因为 雌性 有 2 条 X 染色 体 ， 而 雄性 仅 有 1 条 )。 激 活 因子 和 抑制 因子 的 比例 不 同 保证 了 5α! ER Ce 
性 中 表达 ， 而 在 雄性 中 不 表达 。 然 后 Srl 蛋白 自 调控 5αι 基因 的 表达 ， 如 正文 及 下 图 中 所 述 。( 据 Es- 
tes P. A. et al. 1995. Mol. Cell. Boil. 15: 904-917. 修改 ) 
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Χ 染色 体 和 常 染 色 体 的 比例 决定 果 蝇 的 性 别 。X 染色 体 和 常 染 色 体 的 比例 为 1 (两 
条 Χ 染色 体 和 两 套 常 染色 体 ) 时 ， 果 蝇 为 内 性 ， 比 例 为 0. 5 时 为 雄性 。 这 个 比例 最 初 
用 SisA 和 SisB 两 个 转录 激活 因子 的 转录 调控 水 平 来 检测 (第 16 章 和 第 17 章 将 详细 讨 
论 和 转录 调控 机 制 )。 编 码 这 两 个 转录 激活 因子 的 基因 都 在 XX 染色 体 上 ， 所 以 在 早期 胚胎 发 
育 中 ， 准 雌性 果 蝇 产生 的 SisA 和 SisB 转录 激活 因子 的 量 是 准 雄 性 的 两 倍 (图 13-24). 
3 T 


—— ARAN 


抑制 肉 性 发 育 相关 基因 抑制 雄性 发 育 相 关 基 因 
激活 雌性 相关 基因 
雄性 ΜΕ 


13-25 一连串 的 可 变 剪 接 决定 了 果 蝇 的 性 别 。 如 正文 中 所 详 述 ，Sxl 蛋白 在 准 肉 性 中 表达 (图 右 半 部 分 )， 
不 在 准 雄 性 中 表达 〈 图 左 半 部 分 )。Sxl 蛋白 表达 靠 其 自身 调节 其 mRNA 的 前 接 来 维持 。 在 雄性 中 没有 这 种 
调控 ， 不 产生 有 功能 的 Sxl 蛋白 。 在 上 肉 性 中 Sxl 蛋白 还 控制 tra 基因 的 前 接 ， 产 生 有 功能 的 Tra 蛋白 (雄性 中 
无 )。Tra 和 绰 白 本 身 也 是 一 个 剪接 调控 因子 ， 作 用 于 dsz 基因 premRNA。dsz mRNA ΤΕ Tra 蛋白 的 调控 下 前 
fe, 产生 的 Dsx EA OEH) 其 C 端 有 30 个 氨基 酸 ， 与 其 在 没有 Ta 蛋白 (雄性) 调控 下 产生 的 蛋白 不 同 。 
在 肉 性 中 产生 的 Dsx 蛋白 激活 肉 性 发 育 所 需 基 因 ， 抑 制 雄性 发 育 所 需 基因 。 在 雄性 中 产生 的 Dsx 蛋白 ， 其 C' 端 
有 150 个 氨基 酸 ， 抑 制 指导 肉 性 发 育 的 基因 。Sxl 蛋白 作为 一 个 剪接 抑制 因子 结合 到 3' 端 剪接 位 点 的 多 聚 咏 喧 
区 (图 13-3), FAR, Tra 蛋白 作为 一 个 剪接 增强 子 结合 dsxRNA 某 个 外 显 子 的 增强 子 序列 (图 13-12). 
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这 些 转录 激活 因子 结合 到 sex-lethal (sal) 基因 调控 序列 上 游 的 位 点 。 另 一 个 结合 
并 控制 Sal 基因 转录 的 调控 因子 叫 Dpn (Deadpan)， 它 是 由 常 染色 体 (μμ: 2) 基因 
编码 的 。 因 此 ， 转 录 激 活 因 子 和 抑制 因子 在 雌雄 个 体 中 的 比例 是 不 同 的 ， 这 就 造成 了 
Sxl 基因 在 雌性 中 被 激活 而 在 雄性 中 被 抑制 。 

Sal 基因 的 表达 是 从 两 个 转录 局 动 子 开始 的 : Pe AP... Pe (promoter for estab- 
lishment) 36 Sis A 和 SisB 调 控 ， 因 此 仅 在 雌性 中 表达 。 在 发 育 后 期 ， 该 启动 子 永 久 
关闭 。 在 峻 性 胚胎 中 ，Sxl 的 表达 由 Pa (promoter for maintenance) 来 维持 。 


替换 剪接 « 447. 


无 论 是 此 性 还 是 雄性 ，Pu 起 始 的 转录 都 是 组 成 型 的 ， 但 是 由 此 产生 的 RNA 比 P. 
起 始 转录 得 到 的 RNA 多 一 个 处 显 子 。 如 果 此 外 显 子 留 在 成 熟 的 mRNA 中 ， 则 无 法 产 
生 有 活性 的 重 日 ， 在 雄性 中 即 如 此 。 但 是 在 雌性 中 ， 通 过 剪接 除去 此 外 显 子 则 可 以 持续 
地 产生 具有 功能 的 Sxl ΒΕ Η 5. 

如 图 13-25 所 示 ， 正 是 在 肉 性 中 而 不 是 在 雄性 中 存在 的 〈 早 期 从 P。 转录 的 ) Sxl Æ 
HIH Εν 转录 的 mRNA 的 剪接 ， 确 保有 抑制 活性 的 外 显 子 被 剪 切 掉 。Sxl 蛋白 作为 
一 个 剪接 抑制 因子 执行 上 述 功能 。 


因此 功能 性 的 Sxl 条 日 可 以 持续 地 在 峻 性 中 产生 。Sxl 蛋白 调控 其 他 RNA 及 自身 
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RNA 的 勇 接 。 其 中 之 一 是 在 肉 雄 中 均 组 成 型 表达 的 tra 基因 ΕΝΑ (图 19-25). 。 同 样 ， 
在 没有 Sxl 蛋白 介 导 的 剪接 时 ， 这 个 RNA 不 产生 蛋白 (雄性)， 而 当 Sxl 蛋白 存在 时 ， 
RNA 2859 ikja A DAP EAE ABE AY Tra 蛋白 (ΕΡΕ). 

Tra [ΗΕ tHE BY BEA. Sxl 是 剪接 抑制 因子 而 Tra 是 剪接 激活 因子 (图 13- 
29). Tra 调控 的 底 物 之 一 是 编码 Dsx 的 基因 转录 得 到 的 RNA。 此 RNA 有 两 种 可 变 剪 
i. AA Fi ia BS Dal ΕΒΕ AER PEAS [a], Æ Tra 存在 的 情况 下 ，dsz ΕΝΑ 经 过 剪接 
后 产生 的 Dsx 和 集 日 抑制 雄性 特异 性 基因 的 表达 。 在 不 存在 Tra 的 情况 下 ，dsx ΕΝΑ 经 

1 Ρ9 Rea ER Dsx 蛋白 抑制 肉 性 特异 性 基因 的 表达 。 

我 们 已 经 描述 了 真 核 系统 剪接 的 各 种 方式 以 及 参与 剪接 的 组 分 的 多 样 性 。 任 何 一 种 
参与 剪接 的 组 分 失去 功能 都 可 能 导致 严重 后 果 。 如 框 13-4 所 述 ，pre-mRNA 前 接 的 错 
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外 显 子 改组 (Exon Shuffling) 。449 - 


外 显 子 改组 (Exon Shuffling) 


外 显 子 通过 重组 的 方式 完成 改组 ， 从 而 产生 了 编码 新 蛋白 质 的 基因 


如 我 们 所 看 到 的 ， 所 有 真 核 生物 都 含有 内 含 子 ， 然 而 这 种 结构 元 素 在 细菌 中 却 极 为 
几乎 不 存在 。 这 种 情形 有 两 种 可 能 的 解释 。 

第 一 种 为 内 含 子 在 先 模型 (intron early model), ， 即 内 含 子 兽 存 在 于 所 有 生物 ， 但 
在 细菌 中 丢失 了 。 假 设 细 菌 中 确实 原本 就 存在 内 含 子 ， 那 么 内 含 子 为 什么 会 在 后 来 丢失 
Ne? 理由 征 这 些 “ 富 含 基 因 ” 的 生物 (第 7 章 和 第 11 章 ) 为 了 应 对 环境 的 压力 ， 精 简 
本 基因 组 结构 以 提高 染色 体 复制 和 细胞 分 裂 的 速度 。( 真 核 生物 中 ， 单 细胞 和 且 生长 较 快 
的 酵母 ， 其 内 含 子 数目 比 复杂 的 多 细胞 生物 要 少 。) 

万 一 种 解释 为 ， 内 含 子 在 细菌 中 从 来 就 不 存在 ， 而 是 进化 过 程 中 后 来 才 出 现 的 。 按 
照 这 种 所 谓 的 内 含 子 在 后 模型 (intron late model), 内 含 子 可 能 通过 类 似 转 座 子 的 机 制 
(481119), 插入 到 原先 没有 内 含 子 的 基因 之 中 ， 

不 管 强 是 台 非 ， 目 前 还 不 能 明确 解决 这 个 问题 ， 但 现在 提出 第 二 个 ， 也 许 是 更 有 意 
思 的 问题 ,为 什么 内 含 子 在 真 核 生物 中 得 以 保存 下 来 ， 尤 其 是 在 多 细胞 真 核 生物 中 那么 
广泛 的 形式 存在 ? 内 含 子 存在 的 一 个 明显 好 处 是 ， 满 足 在 剪接 过 程 中 除去 它 的 需求 ， 使 
可 变 剪 接 成 为 可 能 ， 从 而 可 以 由 一 个 基因 得 到 多 种 蛋白 质 产物 。 但 从 更 宏观 的 角度 来 看 ， 
有 利于 这 些 生物 的 另 一 个 好 处 是 : 把 编码 区 分 成 几 个 外 显 子 使 得 通过 外 显 子 改组 的 方式 产生 
新 基因 成 为 可 能 。 有 三 个 观察 结果 有 力 地 证 明 这 个 过 程 确实 发 生 。 


干 见 
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。 站 和 完 ， 某 个 特定 基因 的 外 显 子 和 内 含 子 的 交界 处 经 常 与 该 基因 编码 蛋白 质 的 结构 域 
(第 5 章 ) 的 边界 相 一 致 ， 即 每 个 外 显 子 似乎 经 常 编码 蛋白 质 的 一 个 独立 的 折 丢 单位 
(也 经 常 与 一 个 独立 的 功能 相 一 致 : 。 以 图 13-26 所 示 的 DNA 结合 蛋白 为 例 。 与 多 数 
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13-26 ”外 显 子 编码 蛋白 质 结构 域 。 在 本 
例 中 蛋白质 的 DNA 结合 区 由 一 个 外 显 子 编 
码 ， 同 一 蛋白 质 的 二 聚 体 化 结构 域 由 另 一 
个 外 显 子 编码 。 蛋 白质 结构 域 独立 进行 立 
体 折 释 ， 不 依赖 于 它 所 存在 的 蛋白 质 的 其 
余部 分 ， 而 且 通 常 执行 单一 的 功能 〈 如 我 
们 第 5 章 所 讨论 的 ) 。 这 样 ， 外 显 子 经 常 可 
以 在 重 白 质 之 间 活 跃 地 交换 。 


DNA 绪 合 重 晶 一样， 这 个 蛋白质 有 两 个 结构 域 . 
DNA 识别 区 和 二 聚 化 区 。 如 图 所 示 ， 这 两 个 结构 
域 (D1 和 D2) 分 别 由 基因 中 不 同 的 外 显 子 (El 
和 Ε2) 编码 。 

。 其 次 ， 许 多 基因 及 其 所 编码 的 蛋白 质 明显 是 进化 


过 程 中 部 分 地 通过 外 显 子 复制 和 变异 而 产生 。 由 
多 个 重复 单位 构成 的 蛋白 质 〈 如 免疫 球 蛋 白 ) 很 
可 能 这 样 起 源 〈 第 11 章 图 11-35) 。 每 个 外 显 子 
之 间 都 存在 内 含 子 ， 使 得 重复 更 有 可 能 。 


* 第 三 ， 有 时 在 其 他 方面 并 不 相关 的 基因 中 会 发 现 


相关 的 外 显 子 ， 即 有 证 据 显 示 有 些 外 显 子 确实 在 
编 公 不 同和 蛋白 质 的 基因 中 被 重复 使 用 。 以 低 密 度 
EH (low-density lipoprotein, LDL) 受 体 基 
因为 例 (图 13-22) 。 该 基因 的 部 分 外 显 子 在 进化 
上 明显 与 编码 表皮 生长 因子 (epidermal growth 
factor, EGF) 前 体 基 因 的 外 显 子 有 关 。 同 时 它 又 
有 一 些 外 显 子 明显 与 补体 成 分 C9 基因 的 外 显 子 相 
K (图 13-27)。 有 关外 显 子 增加 的 更 多 例子 在 基 
因 组 全 序列 〈 如 人 类 基因 组 ) 中 非常 明显 。 如 图 
13-28 所 示 ， 外 显 子 以 改组 方式 组 合成 不 同 基因 ， 
编码 出 的 蛋 晶 质 由 高 度 相 关 的 结构 域 以 各 种 方式 
组 合 而 成 ， 这 方面 的 例子 不 胜 枚 举 。 


LDL 受 体 基因 
7 ἃ 9 10 1 1213 14 15 1617 18 


图 13-27 ”由 其 他 基因 的 部 件 构成 的 基因 。LDL Sk (血浆 低 密 度 脂 蛋白 受 体 ) 基因 包含 与 C9 补体 基因 密 
切 相 关 的 一 串 6 个 外 显 子 ， 以 及 与 EGF (表皮 生长 因子 ) 前 体 基因 密切 相关 的 8 个 外 显 子 。 因 此 ，LDL 受 
体 基 因 是 由 其 他 基因 的 外 显 子 经 过 改组 得 到 的 ; 虽然 这 里 没有 列 出 ， 但 同一 批 外 显 子 也 出 现 于 其 他 基因 
中 。 在 多 数 情况 下 ， 内 含 子 在 EGF 前 体 基 因 和 LDL 受 体 基 因 中 并 非 严 格 地 处 在 同一 对 应 位 置 上 。 在 本 图 


中 ， 对 应 位 置 相 同 的 内 含 子 以 虚线 表示 。 
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图 13-28 ”在 某 蛋 白质 家 族 的 进化 过 程 中 结构 域 的 累积 、 丢 失 和 改组 。 本 图 示意 了 不 同 的 相关 和 蛋白质 
通过 符 定 结构 域 的 得 失 而 进化 产生 的 假设 途径 。 给 出 了 三 个 例子 ， 都 是 关于 染色 质 修饰 酶 (第 7 
章 )， 分 别 来 自 酵 母 CY). E (W), BR CF) 和 人 类 (H)。 每 种 蛋白 质 都 以 不 同 颜色 和 形状 的 
一 系列 结构 域 来 显示 ， 每 个 蛋白 质 的 上 方 标明 了 存在 该 形式 结构 域 组 合 的 物种 。 有 些 组 合 不 止 存在 
于 一 种 生物 体内 ， 而 且 一 种 生物 有 时 会 存在 类 似 结构 域 的 多 种 相关 组 合 。 少 数 结构 域 是 完全 一 样 的 ， 
其 功能 在 第 7 章 或 第 17 章 曾 讨论 过 : bromodomain (Br)、 染 色 质 结构 域 (Ch). 组 重 日 甲 基 转 移 酶 
结构 域 (HMT)、 与 染色 质 重组 酶 有 关 的 ΑΤΡ 酶 活性 (SW12) 和 锌 指 结构 域 (Znf)。( 来 源 : 
Adapted, with permission, from Lander et al. 2001. Nature 409: p. 906, Fig 42. © Macmillan) 


如 我 们 已 经 看 到 的 ， 外 显 子 一 般 很 短 〈 约 150nt)， 而 内 含 子 长 度 不 一 ， 实 际 上 可 
以 很 长 〈 可 达 几 百 kb) 。 对 高 等 真 核 生 物 的 多 数 基因 而 言 ， 这 样 的 长 度 比例 可 以 保证 重 
组 更 多 地 出 现 于 内 含 子 中 而 不 是 在 外 显 子 区 ， 因 而 外 显 子 更 可 能 进行 改组 而 不 是 被 中 
汤 。 彭 接 的 机 制 一 一 使 用 5 和 3 剪接 位 点 ， 保 证 了 几乎 所 有 重组 基因 都 可 以 得 到 表达 ， 
因为 不 同 基因 的 剪接 位 点 很 大 程度 上 可 以 互 换 。 另 外 ， 可 变 剪接 可 以 在 不 改变 原 基 因 产 
物 的 基础 上 尝试 新 的 外 显 子 ， 也 就 是 说 ， 一 开始 新 旧 产 物 都 可 以 产生 ，。 


RNA 编辑 


RNA 编辑 是 改变 mRNA 序列 的 另 一 种 方法 


5 RNA 剪接 一 样 ，RNA 编辑 CRNA editing) 可 以 在 ΕΝΑ 转录 之 后 改变 其 序列 。 因 
而 翻 详 出 来 的 蛋白 质 与 根据 基因 序列 所 推导 出 来 的 不 同 ， 但 比 剪 接 更 富 戏剧 性 一 一 并 非 将 
EE mRNA 进行 重 排 ， 在 RNA 编辑 时 , 个别 碱 基 插 入 、 删 减 、 或 改变 。 也 就 是 说 ， 
RNA 中 的 编码 信息 发 生 改 变 。 介 导 RNA 编辑 的 机 制 有 两 种 : 位 点 特异 性 脱 氨 基 作 用 和 引 
+ RNA 指 寻 的 尿 喀 啶 插入 或 删除 。 我 们 依次 进行 讨论 。 

位 点 特异 性 脱 氨 基 作 用 (deamination) 的 一 种 形式 是 ，mRNA 中 某 个 特异 选择 的 胞 
喀 喧 经 过 脱 氨 基 变 成 了 尿 喀 啶 。 通 常 ， 对 于 一 种 给 定 的 mRNA, RNA 编辑 只 在 特定 的 组 
织 或 细胞 发 生 ， 而 且 受 到 调控 。 图 13-29 是 哺乳 动物 载 脂 蛋白 B 〈apolipoprotein-B) 基因， 
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这 个 基因 有 几 个 外 显 子 ， 其 中 一 个 外 显 子 的 特定 ΟΛΑ 密码 子 是 RNA 编辑 的 靶 标 ， 该 密 
ASF BS) He a ee be ea, FE RABE (cytidine deaminase) 完成 的 脱 氮 基 反 应 使 胞 喀 啶 
AEM S ORME CAL 13-30)。 在 这 个 例子 中 ， 脱 氨基 反应 具 组 织 特异 性 : mRNA 在 小 肠 细 
胞 而 不 在 肝脏 细胞 中 编辑 。 l 

CCA 密 人 码 子 在 肝脏 中 没有 进行 RNA 编辑 ， 翻 译 成 谷 氨 栈 胺 而 在 小 肠 中 经 过 
RNA 编辑 ， 变 成 了 终止 密码 子 UAA。 结 果 就 是 ， 全 长 的 蛋白 质 KA 4500 个 氨基 酸 ) 
在 肝脏 产生 ， 而 截 短 的 多 肽 〈 只 有 约 2100 个 氨基 酸 ) 在 小 肠 里 制造 (图 13-29). 

PES eA B 都 参与 了 脂肪 代谢 。 肝 脏 中 的 大 蛋白 参与 内 源 合成 的 胆 
回 醋 和 甘油 三 酯 的 转运 ， 小 肠 中 的 小 蛋白 参与 运输 饮食 中 的 脂肪 到 各 种 组 织 中 。 


密码 
位 于 第 26 ewe: 
pre mRNA EE UE ---- i 
mRNA ”可 
ΛΜ! 
肝脏 
( 位 点 特异 性 脱 氨基 ) 
(没有 编辑 ) CAA 一 UAA 


含有 4 4563 个 氨基 酸 的 蛋 白质 含有 2153 个 氨基 酸 的 蛋 白质 


13-29 ”通过 脱毛 基 方 式 进行 ΕΝΑ 编辑 。 人 载 脂 蛋白 ΕΝΑ 以 组 织 特 异性 的 方式 进行 编辑 ， 一 个 特定 的 胞 
啶 经 过 脱 氨基 变 成 了 尿 喀 啶 。 这 个 过 程 发 生 在 小 肠 细胞 的 RNA 中 ， 而 肝脏 细胞 中 则 没有 。 结 果 如 正文 所 述 ， 
在 小 肠 的 mRNA 中 出 现 了 一 个 终止 密码 子 ， 所 以 翻译 出 的 蛋白 质 分 子 比 肝脏 中 的 小 。 本 图 未 按 比例 绘制 :被 编 
辑 的 是 第 26 个 外 显 子 ， 填 写 在 整个 外 显 子 中 的 密码 子 (CCAA) 实际 只 占 该 外 显 子 的 很 小 一 部 分 。 * 原文 有 转 
运 到 (transport to) 一 词 ， 不 有 要。 一 -一 译 者 注 


其 他 酶 促 脱 氨 的 RNA 编辑 例子 包括 腺 味 叭 的 脱 氨基 作用 。 这 个 反应 由 作用 于 
RNA ARPAN (adenosine deaminase acting on RNA，ADAR， 人 类 有 三 种 ) W 
化 ， 产 生 次 黄 嗓 哈 。 由 于 次 黄 味 叭 可 以 与 胞 喀 喧 配对， 所 以 这 种 编辑 形式 很 容易 改变 
mRNA 编码 的 和 蛋 日 质 序 列 。 哺 乳 动 物 大 脑 中 表达 的 一 种 离子 通道 蛋白 是 通过 这 种 方式 
编辑 的 。 对 其 mRNA 的 一 个 单一 的 编辑 导致 这 种 离子 通道 蛋白 的 一 个 氨基 酸 改 变 ， 从 
而 改变 了 该 通道 Ca” 的 通 透 性 。 如 果 不 发 生 这 种 编辑 ， 大 脑 的 发 育 就 会 严重 受 损 。 

梅 促 脱 扫 这 类 RNA 编辑 形式 似乎 很 少见 ， 但 是 很 重要 。 在 果 蝇 中 ， 估 计 可 能 最 多 
有 20 个 胞 喀 喧 是 脱 氨基 的 靶 点 ， 但 都 存在 于 编码 与 神经 递 质 产生 或 者 活性 相关 的 基因 
ΠΗ, 

脱 氨 酶 作用 的 特异 性 还 不 完全 清楚 : ΛΙΠΗ Εν εἰ π᾿ LE FAE ΒΗ ΕΠΕ, 1 
弟 脱 氨 酶 以 复合 体形 式 起 作用 ， 复 合体 的 其 他 组 分 可 能 影响 脱 氨 酶 作用 的 特异 性 。 此 
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”在 锥 虫 线粒体 中 发 现 了 另 一 种 截然 不 同 的 RNA 编辑 形式 。 在 这 种 情况 中 ，RNA 
FEKI FE pre-mRNA 的 特定 位 置 插入 多 个 尿 喀 啶 《有 时 也 可 能 是 删除 几 个 尿 喀 啶 )。 
插入 的 数量 可 能 非常 大 ， 最 大 时 达到 成 熟 mRNA TAB MBI KA. AN DR NE WE 
的 搬入 使 得 MRNA 的 密码 子 和 阅读 框 发 生 了 改变 ， 从 而 完全 改变 了 mRNA 的 “意思 ” 
以 锥 虫 cox II 基因 为 例 ， 在 这 个 基因 mRNA 的 特定 位 置 上 ，3 个 位 点 的 比邻 碱 基 间 共 
插入 4 个 尿 喀 啶 (其 中 一 个 位 点 2 个， 另外 两 个 位 点 各 1 个 ) 。 这 些 插入 改变 了 某 些 密 
们 于， 并 使 阅读 框 向 前 移 了 一 个 碱 基 ， 而 这 种 移 码 突变 正 是 得 到 正确 阅读 框 所 需要 的 
(图 13-31a) 。 | 

这 些 额 外 的 碱 基 是 如 何 插入 的 呢 ? 如 图 19-31 所 示 ， 尿 喀 啶 是 由 引导 ΕΝΑ (guide 
RNA, gRNA) 插入 到 mRNA 中 去 的 。gRNA K 40~80nt, BAAR SHH 
mRNA 的 基因 所 编码 的 。 每 种 gRNA 都 可 以 分 为 三 个 区 ， 第 一 区 位 于 5, Εκ eg” 
区 ， 负 责 指引 gRNA 到 达 它 所 要 编辑 的 mRNA 的 目标 区 域 ， 第 二 区 用 来 精确 定位 在 被 
编辑 的 序列 中 尿 喀 啶 将 插入 的 位 置 第 三 区 位 于 3' 端 ， 是 一 段 多 聚 尿 喀 喧 序列。 下面 
仔细 看 一 下 gRNA 是 如 何 指导 RNA 编辑 工作 的 。 


蛋白 质 ae 切 酶 在 不 配 
对 区 切 开 mRNA 

b 

引导 RNA 7 ΠΡΈΠΕΙ A 


连接 酶 把 mRNA 的 
5’ 和 3' 端 连接 起 来 


13-31 由 ΡΕΝΑ 介 导 的 尿 喀 啶 插入 法 进行 RNA 编辑 。 锥 虫 cozIT 基因 RNA 的 编辑 。a. 示意 corlI 基因 
premRNA 上 4 个 尿 喀 啶 核 背 酸 插 入 的 位 置 ， 在 mRNA 上 形成 正确 可 读 框 及 编码 信息 ，b. 标 出 了 gRNA ΓΕ 
定 尿 喀 啶 插 人 模式 的 序列 ， 以 及 未 编辑 mRNA 的 序列 ;< 演示 了 编辑 反应 的 全 过 程 。 
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gRNA 的 “ 锚 ” 区 有 一 段 序 列 ， 可 以 与 mRNA 上 将 要 编辑 区 域 的 紧邻 位 置 上 (3 
King) 的 一 段 序列 形 成 碱 基 配 对 (图 13-31b) 。 随 后 编辑 “指令 ”发 出 : gRNA 的 一 段 序 
列 与 mRNA 上 的 被 编辑 区 互补 配对 ， 但 有 几 个 多 余 的 腺 味 哈 。 这 些 腺 味 叭 在 gRNA 上 
的 位 置 与 将 要 在 mRNA 上 插入 尿 喀 啶 的 位 置 正 好 相反 。gRNA 的 3 端 是 多 聚 尿 喀 啶 ， 
该 区 域 核 车 酸 的 作用 尚 不 清楚 ， 但 有 人 认为 它 可 以 把 gRNA AF mRNA 上 编辑 区 上 游 
(5 端 ) 的 富 含 味 叭 序列 上 。 

如 图 13-31c 所 示 ，gRNA 与 mRNA 形成 RNA-RNA 双 链 ， 而 在 将 要 插入 尿 喀 啶 的 
对 应 位 置 形 成 突出 的 单 链 环 状 结构 。 一 种 核酸 内 切 酶 识别 并 切 开 与 环 状 结构 相对 的 
mRNA。 编 辑 涉 及 在 mRNA 上 打开 的 缺口 中 加 入 尿 喀 啶 ， 这 个 过 程 由 3 ΠΡΚΉ EE 
fig (TUT fit) 催化 。 

尿 喀 啶 插入 后 ， 茶 种 RNA 连接 酶 把 两 段 mRNA 连接 起 来 ， 而 gRNA 的 编辑 区 则 
沿 mRNA 从 3 一 5 方向 继续 发 挥 作 用 。 一 条 gRNA 可 以 负责 在 不 同位 置 插 入 多 个 尿 喀 
ME (KI 13-31)。 为 外 ， 有 时 会 有 几 种 不 同 的 gRNA 在 同一 条 mRNA 的 不 同 区 域 发 挥 作 
H. 
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一 旦 完成 加 工 ，mRNA 会 包装 好 并 从 细胞 核 输出 到 细胞 质 用 于 翻译 


mRNA 一 旦 全 部 加 工 完 毕 〈 加 帽 、 剪 接 和 多 聚 腺 苷 酸化 ) 就 会 运 出 细胞 核 进 入 细 
胞 质 (A 19-52). ， 在 此 翻译 得 到 和 蛋白质 产物 〈 第 14 章 ) 。 从 细胞 核 进入 细胞 质 的 过 程 并 
非 是 一 个 被 动 的 过 程 。 事 实 上 ， 它 必须 受到 精细 调控 : 完成 加 工 的 mRNA 只 占 细 胞 核 
内 全 部 RNA 的 很 少 一 部 分 ， 许 多 其 他 RNA 如 果 进 入 细胞 质 会 对 细胞 产生 致命 的 危害 。 
这 些 其 他 RNA 包括 损伤 或 加 工 鲁 误 的 RNA， 以 及 剪接 下 来 的 内 含 子 等 (ΤΡ 
一 般 比 外 显 子 大 得 多 ， 实 际 上 也 确实 如 此 ， 所 以 与 成 熟 mRNA 相 比 ， 内 含 子 占 了 细胞 
核 RNA 的 绝 大 部 分 )。 

RNA 选择 性 转运 是 如 何 完 成 的 呢 ? 正 像 我 们 在 本 章 及 前 一 章 一 直 强 调 的 那样 ， 从 
RNA 分 子 开始 转录 的 那 一 刻 起 ， 它 就 与 多 种 蛋白 质 结合 在 一 起 : 最 初 是 参与 加 帽 反 应 
的 重 蝗 质 ， 然 后 是 剪接 因子 ， 最 后 是 介 导 多 聚 腺 苷 酸化 的 蛋白 质 。 其 中 一 些 蛋 白质 在 加 
工 过 程 的 不 同 阶段 被 蔡 换 ， 而 另外 一 些 〈 如 某 些 SR 和 蛋白 图 13-12) 则 不 是 ;此 外 ， 还 
会 有 为 外 的 重 日 质 加 入 。 结 果 是 典型 的 成 熟 mRNA 携带 着 一 组 蛋白 质 ， 正 是 它们 决定 
JS mRNA 被 转运 的 命运 。 而 其 他 RNA 不 仅 缺 少 转运 所 必需 的 特定 标记 性 蛋白 质 组 合 ， 
而 且 目 身 也 携 珊 另 外 一 组 和 蛋白质， 这 些 和 蛋白 质 可 以 有 效 地 阻止 RNA 转运 。 例 如 ， 前 接 
下 来 的 内 含 子 通常 携 和 带 hnRNP (剪接 抑制 酶 ， 图 13-23)， 它 们 决定 了 这 些 RNA BR 
在 细胞 核 内 并 被 降解 。 

WA mRNA BR T fe ae PA SR 和 蛋白， 还 携带 另外 一 组 专门 结合 外 显 子 接头 的 蛋 
白质 (当然 只 见于 完成 前 接 的 RNA)。mRNA 确实 也 含 一 些 hnRNP， 但 数量 比 暴 型 地 
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图 13-32 mRNA 转运 出 细胞 核 。RNA 运 出 细胞 核 是 一 个 主动 转运 过 程 ， 只 有 某 些 合适 的 RNA 才 被 
挑选 出 来 进行 转运 。 为 了 被 挑选 转运 ， 这 类 RNA 必须 结合 一 组 正确 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 会 使 之 区 
别 于 其 他 必须 留 在 细胞 核 内 或 必须 降解 的 RNA 种 类 。 例 如 ， 识 别 外 显 子 交 界 点 的 蛋白 质 表 示 mRNA 
已 得 到 正确 剪接 ， 而 结合 内 含 子 的 蛋白 质 则 确定 了 该 种 RNA 应 该 留 在 核 内 。 一 旦 进入 细胞 质 ， 一 些 
RAH, A-HKBARWE +. ;|1ἑΓ πε (第 14 章 )。 


ΕΙ TAS FH hnRNP 要 少 ， 而 且 组 成 也 不 一 样 。 这 就 是 说 一 组 蛋白 而 不 是 任何 单独 
HEHE, RET RNA 是 转运 出 细胞 核 还 是 留 在 细胞 核 内 。 

mRNA 转运 是 通过 核 膜 上 的 一 种 特殊 结构 完成 的 ， 这 就 是 核 孔 复 合体 (nuclear 
pore complex) 。 分 子 质 量 小 于 50kDa 左右 的 小 分 子 可 以 自由 地 通过 核 孔 ; HERIT 
和 复合 物 (包括 mRNA 及 其 相关 蛋白质 ) 则 需要 通过 主动 转运 。( 其 余 分 子 ， 如 有 些 蛋 
日 质 ， 在 细胞 质 中 合成 但 却 需要 在 细胞 核 内 发 挥 作用 ， 则 沿 相反 的 方向 转运 ， 即 经 过 同 
样 的 核 孔 从 细胞 质 进 入 细胞 核 。) 

本 书 未 涉及 关于 细胞 核 的 跨 膜 转运 机 制 。 我 们 只 需 知 道 ， 与 RNA 相关 的 一 些 蛋 白 
质 携 市 了 细胞 核 跨 膜 转运 信号 ， 转 运 受 体 识别 出 这 些 信号 后 指导 RNA 通过 核 孔 离开 细 
WK. 一旦 进入 细胞 质 ， 蛋 白质 组 分 就 会 解 离 下 来 ， 并 被 识别 后 重新 运 回 细胞 核 ;然后 
骨 与 男 外 的 mRNA 结合， 重复 下 一 次 循环 (图 13-32). 

主动 转运 需要 能 量 ， 由 GTP 水 解 提供 ,该 反应 由 一 种 叫做 Ran 的 GTPase 催化 。 
像 其 他 GTPase 一 样 ，Ran 依据 与 GTP 还 是 GDP 结合 而 有 两 种 不 同 的 构象 ， 由 一 种 状 
仿 同 为 一 种 状态 的 转变 驱动 着 进出 细胞 核 的 转运 反应 。 
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小 结 


大 多 数 基因 编码 蛋白 质 ， 特 定 蛋 白质 中 的 氨基 酸 序列 是 由 其 基因 的 “密码 子 ” 序 列 
决定 的 。 每 个 密码 子 由 一 组 3 个 相 邻 的 核 苷 酸 组 成 。 在 几乎 所 有 的 细菌 和 喉 菌 体 基因 
中 ， 可 读 框 都 是 不 间断 的 一 串 密 码 子 。 但 是 许多 真 核 生 物 基 因 的 编码 区 都 被 一 段 段 非 编 
人 码 序列 割裂 成 一 复 复 密码 子 。 

这 些 割 裂 基因 中 的 编码 序列 叫 外 显 子 (“表达 序列 ”)， 而 非 编 码 区 域 叫 内 含 子 (“ 插 
入 序列 ”) 。 某 些 非 编码 区 也 包含 在 成 熟 的 mRNA 中 一 mRNA 的 5' 和 3' 非 翻译 区 以 及 整 
个 非 编码 RNA 如 microRNA (第 18 章 ) 。 因 此 这 些 区 域 也 归 为 外 显 子 。 不 同 基因 之 间 
外 显 子 和 内 含 子 的 数量 和 大 小 变化 很 大 。 如 在 酵母 中 ， 只 有 很 少 一 部 分 基因 有 内 含 子 ， 
而 且 即 使 有 ， 内 含 子 长 度 短 数量 也 少 〈 每 个 基因 1 个 ， 偶 尔 2 个 ) 。 在 多 细胞 生物 ， 如 
人 类 中 ， 有 内 含 子 的 基因 数目 则 大 得 多 ， 每 个 基因 的 内 含 子 数 目 也 很 多 〈 最 多 可 达 362 
个 )。 外 显 子 长 度 确实 有 所 不 同 ， 但 一 般 在 150nt 左右 ; 而 内 含 子 正好 相反 ， 可 以 从 
6lbp 到 赣 长 的 800kb 不 等 。 

包含 内 含 子 的 基因 转录 时 ， 最 初 的 ΕΝΑ 分 子 中 是 包括 内 含 子 序列 的 。 然 后 这 些 内 
合子 被 除去 ， 得 到 成 熟 的 mRNA。 内 含 子 除去 的 过 程 叫 做 前 接 ， 

多 数 含有 内 含 子 的 基因 只 产生 一 种 mRNA 分 子 ， 即 每 种 情况 下 所 有 内 含 子 都 从 
初始 转录 的 RNA 分 子 中 除去 ， 得 到 的 成 熟 mRNA 由 全 部 外 显 子 组 成 。 但 有 时 初始 
RNA 转录 产物 可 以 用 不 同 的 形式 进行 剪接 ， 就 会 从 同一 个 基因 得 到 许多 不 同 的 mR- 
NA 产物 。 例 如 ， 某 些 基因 含有 可 供 选 择 的 外 显 子 ， 其 中 只 有 一 个 会 留 在 特定 的 mR- 
ΝΑ 中。 在 其 他 的 情况 中 ， 一 个 特定 的 外 显 子 可 能 从 某 些 拷贝 的 RNA 中 去 除 (与 内 
含 子 一 起 ) 一 一 从 而 从 同一 个 基因 产生 不 同 版 本 的 mRNA。 我们 仔细 考察 了 一 个 选 
择 性 剪接 的 极端 例子 : 果 蝇 的 Dscam 基因 。 在 这 个 例子 中 ， 其 中 一 个 外 显 子 有 48 个 
变异 体 ， 并 且 都 出 现在 pre mRNA 上 ， 但 只 有 一 个 出 现在 每 个 成 熟 的 mRNA 中 。 对 
比 来 目 几 个 物种 的 基因 的 序列 ， 通 过 一 流 的 生物 信息 学 分 析 揭 示 了 互 不 相 容 性 选择 的 
原理 。 

除去 内 含 子 是 通过 两 步 转 酯 反应 进行 的 。 第 一 步 是 由 分 支点 腺 苷 酸 攻击 5' 前 接 位 
RAS ἩΓΕ, 第 二 步 是 游离 的 5 外 显 子 攻击 3 “剪接 位 点 。 这 些 反 应 有 两 个 后 果 :， 首先 
也 是 最 重要 的 ， 是 把 两 个 外 显 子 融合 到 了 一 起 ; 其 次 ， 内 含 子 以 带 分 支 的 套 索 结构 被 释 
放 。 

对 核 小 体 的 pre-mRNA 进行 剪接 需要 一 个 由 多 种 蛋白 质 和 RNA 组 成 的 大 复合 体 ， 
ΗΠ Β9 fe Αχ. Β He AH snRNP 组 成 ，snRNP 共有 5 种 : Ul、U2、U4、U5 和 U6 
snRNP。 每 种 都 由 一 条 RNA 分 子 (分 别 叫 做 Ul、U2、U4、U5 和 U6 snRNA) 和 许 
FRORAR CB |] AE AM KE BOR RE). RNA 成 分 在 识别 和 催化 除去 内 
含 子 方面 起 到 了 核心 作用 。 剪 接 体 组 成 是 动态 的 ， 即 在 前 接 反 应 的 不 同 阶段 ， 前 接 体 的 
组 成 不 断 改变 ， 不 同 的 组 分 进 进出 出 ， 各 行使 特定 的 功能 。 
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ASH, Ul snRNP 识别 5 剪接 位 点 ， 而 U2 snRNP 识别 分 支点 。 然 后 U4 和 U6 结 
合 ， 与 U5 共同 把 5 剪接 位 点 和 分 支点 拉 到 一 起 ， 启 动 第 一 步 转 酯 反应 ， 同 时 Ul 和 
U4 离开 剪接 体 。 最 后 ，3 和 5 剪接 位 点 被 拉 到 一 起 ， 两 个 外 显 子 连接 起 来 。 

有 少数 内 含 子 能 以 和 目 剪接 的 方式 把 自身 从 RNA 分 子 上 除去 。 虽 然 算 不 上 真正 的 
酶 促 反 应 ， 但 确实 是 内 含 子 RNA 介 导 了 剪接 的 化 学 反应 。 自 剪接 内 含 子 分 为 两 类 ， 
其 中 第 工 类 的 化 学 过 程 与 剪接 体 所 介 导 的 相同 。 这 些 内 含 子 可 能 代表 了 现代 由 剪接 体 
执行 剪接 的 内 含 子 在 进化 上 的 起 源 ， 而 两 者 通用 的 两 步 转 酶 反应 的 化 学 过 程 反 映 了 这 
种 进化 上 的 相互 关系 〈 也 许 解释 了 为 何 内 含 子 没有 采取 更 直接 的 一 步 反 应 机 制 进行 剪 
接 的 原因 ) 。 

胡 接 位 点 是 由 很 短 的 、 且 保守 程度 不 高 的 序列 来 确定 的 。 这 就 给 剪接 体 提 出 了 很 大 
的 挑战 如何 识别 正确 的 剪接 位 点 并 完成 剪接? 剪接 体 提 高 准确 性 的 机 制 有 多 种 。 首 
和 包 ， 剪 接 位 点 一 旦 转录 出 来 ， 剪 接 体 立 即 就 会 在 相应 位 置 上 进行 组 装 ， 避 免 了 下 游 位 点 
Wiest, Ak, AHA A. W SR 和 蛋白， 结合 在 合法 位 点 的 附近 并 协助 指引 前 
接 体 到 达 这 些 位 点 。 这 样 真实 位 点 与 序列 类 似 的 假 位 点 相 比 ， 肯 定 对 剪接 体 具 有 更 高 的 
亲和力 。 

SR 重 日 种 类 党 多， 每 一 种 都 是 用 一 个 结构 域 结合 RNA， 男 一 个 结构 域 则 和 前 
接 体 的 某 些 成 分 相 作 用 。 有 些 SR 蛋白 调控 剪接 ， 表 现 为 某 种 SR 蛋白 只 在 一 种 类 
型 的 细胞 中 出 现 ， 从 而 在 这 种 细胞 中 完成 一 种 特定 的 剪接 方式 。 另 一 些 SR 蛋白 只 
在 特定 的 生理 信号 下 才 有 活性 ， 所 以 某 种 特定 的 剪接 方式 仅 对 应 于 该 生理 信号 。 这 
样 ，SR 重 晶 类似 在 后 续 章 节 中 将 会 看 到 的 转录 激活 因子 。 还 与 转录 调控 类 似 的 是 ， 
冀 接 也 有 抑制 因子 ， 可 以 在 某 些 条 件 下 终止 对 特定 内 含 子 的 剪接。 我 们 详细 考察 了 
打量 的 性 别 决 定 例 子 ， 一 连 串 调控 的 可 变 剪 接 事件 决定 了 果 蝇 是 否 发 育成 雄性 或 雌 
TE. 

SP 12 章 讨 论 的 其 他 修饰 过 程 一 起 ， 剪 接 是 mRNA 通过 核 孔 转运 出 细胞 核 之 前 所 
必须 进行 的 。 当 然 ， 这 也 是 可 调控 的 。 

一 般 而 言 一 个 外 显 子 编码 一 个 独立 的 折 允 或 功能 和 蛋白 结构 域 。 因 此 ， 一 个 外 显 子 就 
可 以 很 容易 地 与 其 他 外 显 子 组 合 起 来 发 挥 作用 。 这 提示 ， 通 过 进化 ， 比 较 容易 将 不 同 基 
因 中 已 经 存在 的 外 显 子 重新 组 合 以 获得 新 的 和 蛋白质。 

RNA 编辑 ， 是 允许 RNA 转录 以 后 进行 改变 的 男 一 种 机 制 ， 以 使 翻译 出 来 的 蛋白 
质 与 原 基因 所 编码 的 蛋白质 不 同 。RNA 编辑 的 机 制 有 两 种 : 酶 促 碱 基 修饰 和 mRNA 分 
于 内 多 个 尿 喀 啶 核 车 酸 的 插入 或 删除 。 
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H 详 


AEE 本 章 和 下 一 章 讨论 的 中 心 问题 是 蕴藏 
二 在 信使 RNA (messenger RNA) ZHR 
信使 RNA 序列 中 的 遗传 信息 是 如 何 被 解读 产生 蛋白 
质 氨基 酸 顺序 的 ， 这 一 过 程 称 作 翻 译 
转移 RNA (translation) 。 在 我 们 所 讨论 的 所 有 事件 
中 ， 翻 译 是 所 有 生物 中 最 保守 ， 也 是 细胞 
中 最 耗费 能 量 的 事件 之 一 。 在 快速 生长 的 
连接 氨基 酸 到 tRNA 上 细菌 细胞 中 ， 最 多 可 有 80% 的 能 量 和 
50% 的 细胞 干 重 是 专门 用 于 蛋白 质 合成 
核糖 体 的 。 实 际 上 ， 单 一 蛋白 质 的 合成 需要 上 
百 种 蛋白 质 和 RNA 的 合作 。 与 翻译 过 程 
翻译 的 起 始 较为 复杂 的 本 质 相 一 致 ， 我 们 分 两 章 对 
. 其 进行 讨论 。 本 章 描述 解码 mRNA 的 一 
翻译 延伸 系列 事件 ， 第 15 章 描述 遗传 密码 的 本 质 
ο 和 转运 RNA 对 其 的 识别 。 
翻译 终止 在 信息 传递 中 ， 翻 译 远 比 DNA 到 
9 RNA 的 转录 复杂 。 与 DNA 模板 和 信使 
翻译 的 调控 RNA 的 核 背 酸 的 互补 性 不 同 的 是 ， 氮 基 
酸 的 侧 链 与 RNA Ay mene Ae > [5] {51 Εξ 
和 和 蛋白 质 的 稳定 性 调节 (Ala), AR CV al). 7. ANR (Leu) 和 
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酸 碱 基 的 氨基 和 酮 基 形 成 疏水 键 。 同 样 地 ， 很 难 想像 ΕΝΑ 的 三 个 碱 基 的 不 同 组 合 能 够 
形成 与 廊 香 族 氨 基 酸 茶 丙 氨 酸 (Phe). MAM (Tyr) MEAM (Trp) 特异 亲 和 的 表 
面 。 因 此 ， 多 肽 链 中 特异 和 准确 的 氨基 酸 顺 序 似 乎 不 可 能 是 由 mRNA 模板 和 和 氨基酸 的 
百 接 作 用 导致 的 。 

考虑 到 上 述 问题 ，1955 年 Francis H. Crick 提出 在 形成 多 肽 链 之 前 ， 氨 基 酸 必须 结 
合 一 个 能 够 直接 识别 并 作用 于 信使 RNA 的 三 核 背 酸 密码 子 的 特别 的 转 配器 (adaptor) 
分 子 。 考 虑 到 需要 依据 Watson-Crick 法 则 来 识别 密码 ，Crick 猜测 这 一 转 配器 可 能 是 
RNA 人 分子。 仅仅 两 年 之 后 ，Paul C. Zamecnik 和 Mahlon B. Hoagland 就 证 明 TEH 
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质 形 成 之 前 ， 氨 基 酸 确实 和 一 组 RNA 分 子 ( 约 占 所 有 细胞 ΕΝΑ 的 15%) HAA. ix 
EE RNA 称 作 转运 RNA (或 tRNA)， 因 为 它们 携带 的 氨基 酸 随 后 被 转运 到 不 断 增长 的 
多 肽 链 上 。 

将 信使 RNA 的 语言 翻译 成 蛋白 质 语言 的 机 器 由 4 种 基本 的 成 分 组 成 :信使 RNA 
(mRNA) 、 转 移 RNA (tRNA), At tRNA 合成 酶 Caminoacyl tRNA synthetase) 
和 核糖 体 〈ribosome) 。 通 过 合作 ， 它 们 完成 了 一 项 非凡 的 任务 : 将 一 种 由 4 个 字母 书 
与 的 密 人 码 翻译 成 由 20 个 氨基 酸 书写 的 密码 。 作 为 翻译 的 模板 ，mRNA 提供 了 必须 由 翻 
去 机 天 来 解读 的 信息 ，mRNA 的 蛋白 质 编码 区 是 由 称 作 密码 子 〈codon) 的 一 系列 有 序 
的 三 核 苷 酸 单 位 组 成 的 ， 密 码 子 指定 氨基 酸 的 顺序 。tRNA 提供 了 将 要 加 入 多 肽 链 的 氨 
基 酸 和 mRNA 的 密码 子 之 间 的 物理 表面 。 氮 基本 tRNA 合成 酶 使 氨基 酸 和 识别 正确 密 
ΓΗ ΓΗ tRNA 结合 起 来 。 翻 译 过 程 最 后 一 个 重要 角色 是 核糖 体 ， 它 是 一 个 由 ΕΝΑ 和 和 蛋 
日 质 组 成 的 分 子 质 量 为 数 百 万 道 尔 顿 的 庞大 的 细胞 器 。 核 糖 体 协调 着 tRNA 对 mRNA 
的 正确 识别 ， 并 催化 形成 介 于 正在 合成 的 多 肽 链 和 已 结合 到 特定 tRNA 上 的 氨基 酸 之 
则 的 肽 键 。 

我 们 将 首先 讨论 4 个 组 分 中 每 一 组 分 的 主要 特征 ， 然 后 描述 这 4 种 组 分 如 何 共 同 作 
用 以 完成 翻译 。 近 来 对 翻译 机 器 各 组 分 的 结构 研究 的 进展 使 得 翻译 过 程 成 为 激动 人 心 的 
研究 领域 一 一 充满 着 机 械 论 洞察 力 的 领域 。 我 们 将 要 提出 以 下 的 问题 ，mRNA pit 
酸 序列 信息 的 组 织 结构 是 什么 ?tRNA 的 结构 是 什么 ? 氨基 酰 tRNA 合成 酶 是 如 何 识别 
并 结合 正确 的 氨基 酸 到 各 个 tRNA 上 的 ? 最 后 ， 核 糖 体 是 如 何 组 织 解码 核 苷 酸 序列 信 
SAFE AE A BITE ES KA 45 «56 ERY? 
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多 肽 链 是 由 可 读 框 规定 的 


翻译 机 盘 只 解码 每 条 mRNA 的 部 分 序列 。 如 在 第 2 章 中 所 看 到 的 及 在 第 15 章 中 将 
要 详细 讨论 的 ， 蛋 白质 合成 的 信息 列 藏 在 三 联 核 苷 酸 密码 子 中 ， 每 个 密码 子 指定 一 个 氨 
基 酸 。 每 条 mRNA 的 和 蛋白质 编 码 区 由 连续 的 、 不 交友 的 、 称 作 可 读 框 (open-reading 
frame, ORF) 的 密码 子 串 组 成 。 每 个 ORF 对 应 一 个 蛋白 质 ， 其 起 始 和 终止 点 都 位 于 
mRNA 内 部 ， 即 ORF 的 终止 点 不 同 于 mRNA 的 终止 点 。 

翻译 始 于 可 读 框 的 5 端 起 点 ， 一 个 密码 子 一 个 密码 子 地 通 向 3' 端 终点 。 第 一 个 和 
最 后 一 个 密码 子 分 别称 作 起 始 密码 子 (start codon) 和 终止 密码 子 (stop codon), 4118 
中 ， 起 始 密码 子 通常 是 5 -AUG-3 ， 但 是 5 -GUG-3` 有 时 甚至 5-UUG-3' 也 使 用 。 真 核 
细胞 总 是 使 用 5 -AUG-3 为 起 始 密码 子 。 起 始 密码 子 有 两 个 重要 的 功能 ， 第 一 ， 它 指定 
返 入 到 增长 的 多 肽 链 中 的 第 一 个 氨基 酸 ;第 二 ， 它 确定 了 所 有 后 续 密 码 子 的 可 读 框 。 由 
于 密码 子 是 一 个 紧 接 一 个 “〈 但 不 交友 ) ， 而 且 由 三 个 核 苷 酸 组 成 ， 因 此 ， 每 条 mRNA 链 
可 以 用 3 种 不 同 的 可 读 框 来 翻译 (图 14-1) 。 但 是 ， 一 旦 翻译 开始 了 ， 可 读 框 就 确定 
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了 了。 这 梓 ， 通 过 固定 第 一 个 密码 子 的 位 置 ， 起 始 密码 子 决定 了 所 有 后 续 密 码 子 的 位 


图 14-1 大 上 肠 杆 菌 Trp 前 导 序 列 的 3 种 可 能 的 可 读 框 。 起 始 密码 子 以 绿色 表示 ， 终 止 密码 子 以 红色 表示 。 每 个 
可 读 框 的 氨基 酸 的 序列 在 每 一 密码 子 的 下 方 以 字母 表示 。 


终止 密码 子 有 3 (5-0ΑΟΘ3΄. 5’-UGA-3', 5'-UAA-3'), 它们 决定 可 读 框 的 终 
点 并 发 出 终止 多 肽 合成 的 信和 号。 我们 现在 可 以 全 面 地 理解 可 读 框 这 一 术语 的 含义 了 。 它 
证 一 段 连续 的 密码 子 ， 以 特定 的 框架 〈 由 第 一 个 密码 子 决定 ) 来 “阅读 ”， 该 框架 对 翻 
译 是 “开放 ”的 ， 因 为 它 没有 终止 密码 子 (也 就 是 说 ， 直 到 ORF 的 最 后 一 个 密码 子 ) 

信使 RNA 包含 至 少 一 个 可 读 框 。 每 条 mRNA 的 ORF 数量 在 真 核 和 原核 细胞 中 是 
有 区 别 的 。 真 核 细 胞 的 mRNA 几乎 都 只 有 一 个 ORF。 相 反 ， 原 核 细胞 的 mRNA 经 常 
含有 两 个 或 多 个 ORF， 因 此 可 编码 多 个 多 肽 链 。 含 有 多 个 ORF 的 信使 RNA 称 作 多 顺 
ΠΕ mRNA (polycistronic mRNA)， 那 些 只 编码 一 个 ORF 的 信使 RNA 称 作 单 顺 反 子 
mRNA (monocistronic mRNA)。 正 如 在 第 12 章 中 所 学 到 的 ， 细 菌 中 见 到 的 多 顺 反 子 
mRNA 经 常 编码 功能 相关 的 蛋白 质 ， 如 在 氨基 酸 或 核酸 的 生物 合成 过 程 中 参与 不 同步 
PRAY TE A tt, BA RK A AKAMA mRNA 结构 如 图 14-2 所 示 。 


原核 细胞 mRNA 具有 核糖 体 结合 位 点 ， 用 以 募集 翻译 机 器 


要 使 翻译 发 生 ，mRNA 必须 募集 核糖 体 。 为 了 方便 与 核糖 体 结合 ， 许 多 原核 细胞 
的 可 读 框 在 起 始 密 码 子 的 上 游 (5 端 ) 含有 一 小 段 称 为 核糖 体 结合 位 点 (ribosome 
binding site, RBS) 的 序列 。 这 一 元 件 也 被 称 作 SD 序列 (Shine-Dalgarno sequence), 
征 以 比较 了 多 个 mRNA 序列 后 发 现 它 的 科学 家 的 名 字 命名 的 。RBS 典型 地 位 于 起 始 密 
码 子 5 端 3 一 9 个 碱 基 内 ， 与 核糖 体 RNA 组 分 之 一 的 16S 核糖 体 RNA (rRNA) (图 
14-2a) 的 3 端的 一 段 序列 互补 。RBS 与 这 一 RNA 组 分 发 生 碱 基 配 对 ， 使 得 核糖 体 排 
列 在 可 读 框 的 起 始 处 。16S RNA 的 这 一 区 域 的 核心 序列 为 5 -CCUCCU-3'。 无 独 有 偶 ， 
原核 细胞 的 RBS 大 多 具有 5 -AGGAGG-3 序列 。RBS 和 起 始 密码 子 之 间 碱 基 的 互补 状 
交 和 空间 距离 对 可 读 框 翻译 的 活跃 程度 有 很 大 的 影响 : 互补 度 高 并 且 上 距离 适合 能 提高 翻 
译 的 水 平 ; 反之 互补 度 低 和 /或 距离 不 当 则 通常 只 有 较 低 水 平 的 翻译 。 

东 些 原核 细胞 的 ORF 缺乏 较 强 的 RBS 但 仍 有 活跃 的 翻译 。 这 些 ORF 不 是 mRNA 
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图 14-2 信使 RNA 的 结构 。a， 一 个 多 顺 反 子 的 原核 细胞 信使 RNA。 核 糖 体 结合 位 点 以 RBS 表示 。 
b. 一 个 单 顺 反 子 的 真 核 信使 RNA。5 帽子 结构 在 mRNA 的 末端 以 球形 表示 。 


的 第 一 个 ORF， 而 位 于 多 顺 反 子 信使 RNA 中 男 一 个 ORF 之 后 (不 是 所 有 的 原核 mR- 
ΝΑ 是 多 顺 反 子 ) 在 这 些 情况 下 ， 下 游 可 读 框 的 起 始 密 码 子 经 常 与 相 邻 的 可 读 框 3 端 相 
OB 〈 大 多 数 是 5 -AUGA-3 序列 ， 既 有 起 始 密码 子 ， 也 有 终止 密码 子 ) 。 这 样 ， 刚 刚 结 
束 上 游 可 读 框 的 翻译 的 核糖 体 正好 处 于 恰当 的 位 置 ， 并 从 下 游 可 读 框 的 起 始 密码 子 开始 
翻译 ， 这 种 结构 安排 绕 开 了 用 RBS 募集 核糖 体 的 需要 。 这 种 交友 可 读 框 之 间 的 连锁 翻 
ERR A EAB (translational coupling)。 需 要 注意 的 是 ， 在 这 种 情况 下 ， 下 游 ΟΕΕ 
的 翻译 需要 上 游 ORF 的 翻译 。 事 实 上 ， 对 于 两 个 翻译 耦合 的 基因 ， 上 游 ORF 中 的 终 
止 突变 也 会 阻止 下 游 ORF 的 翻译 。 


真 核 细胞 mRNA 在 5 和 3 端 被 修饰 ， 以 促进 翻译 


与 原核 细胞 不 同 ， 真 核 细胞 的 mRNA 通过 位 于 5 末端 的 称 为 5 帽子 (5 οαρ) 的 特 
殊 的 化 学 修饰 来 募集 核糖 体 〈 第 12 章 和 图 14-2b) 。 所 谓 5' 帽 子 是 一 个 通过 与 众 不 同 的 
5 -5 结合 方式 与 mRNA 的 5 端 结合 的 甲 基 化 的 鸟 味 吟 核 苷 酸 。 经 过 3 个 步骤 (第 12 章 
图 12-23), 5 帽子 的 鸟 味 叭 核 苷 酸 与 mRNA 的 5 端 通过 3 个 磷酸 基 团 结合 ， 这 样 形成 
的 结构 吸引 核糖 体 到 mRNA 上 。 一旦 结合 到 mRNA E, 核糖 体 沿 着 5' 一 3' 的 方向 运行 
直至 遇 到 5 -AUG-3' 起 始 密码 子 ， 这 一 过 程 称 作 扫描 (scanning) . 

真 核 生物 mRNA 有 另外 两 个 特征 利于 翻译 。 其 一 是 在 某 些 mRNA 中 ， 起 始 密码 子 
的 上 游 第 三 个 碱 基 为 嗓 哈 并且 第 一 个 下 游 碱 基 为 鸟 嗓 哈 (5'-G/ANNAUGG-3')。 这 一 
序列 首先 由 Marilyn Kozak 发 现 ， 称 为 Kozak 序列 。 虽 然 许 多 真 核 细 胞 缺乏 Kozak FF 
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SN, 但 它 的 存在 确实 能 够 提高 翻译 的 效率 。 与 原核 细胞 的 情况 相反 ，Kozak 序列 据 认 为 
与 起 始 tRNA 相互 作用 , 而 不 是 与 核糖 体 的 RNA 成 分 作用 。 另 一 个 有 利于 翻译 的 特征 
是 3 端的 poly-A 尾 结构 。 如 第 12 章 所 示 ， 这 一 结构 是 由 poly-A 聚合 酶 合成 的 。 尽 管 
位 于 mRNA 的 3 端 ，poly-A 可 通过 提高 核糖 体 的 有 效 循环 来 加 强 翻 译 的 水 平 〈 将 在 后 
面 讨论 )。 


转移 RNA 


下 NA 喜 密 码 子 和 氨基 酸 之 间 的 转 配器 


人 入 日 质 合 成 的 核心 是 将 核 车 酸 序列 的 信息 (以 密码 子 的 形式 ) “翻译 ”成 氨基 酸 。 
DEH tRNA 分 子 完成 的 ， 它 担当 密码 子 及 其 所 指定 的 氨基 酸 之 间 的 转 配 器 。tRNA 分 
于 有 很 多 种 ， 但 每 一 种 仅 与 一 个 特定 的 氨基 酸 结 合并 识别 mRNA 的 一 个 或 几 个 特定 的 
SF KAR tRNA 识别 一 个 以 上 密码 子 我 们 第 15 章 将 讨论 ) tRNA 分 子 的 长 度 为 
/5 一 95 个 核 苷 酸 。 虽 然 各 自 的 序列 不 同 ， 但 所 有 的 tRNA 都 具有 某 些 共同 的 特征 。 首 
完 ， 所 有 的 tRNA Æ 3 端 均 以 5 -CCA-3 "序列 结束 。( 框 14-1) 与 该 保守 性 相 一 致 的 是 ， 
该 序列 (和 tRNA 的 ) 3 端 是 与 其 编码 的 氨基 酸 相 结合 的 位 点 。 

tRNA 万 一 个 显著 的 特征 就 是 在 其 一 级 结构 中 存在 一 些 特殊 的 碱 基 ， 这 些 特殊 的 碱 
基 是 多 核 苷 酸 链 的 正常 碱 基 在 转录 后 由 酶 的 修饰 作用 形成 的 。 例 如 ， 假 尿 喀 啶 “〈 事 U) 
网 是 尿 苷 经 异 构 化 作用 使 尿 喀 啶 与 核糖 结合 的 位 置 从 环 1 位 的 N 转移 到 环 5 位 的 C 而 
形成 的 (图 14-3)。 同 样 地 ， 双 氢 尿 喀 啶 Cdihydrouridine, D) 是 尿 苷 经 酶 的 作用 使 5 位 
和 6 位 之 间 的 C 双 键 减 为 单 键 而 形成 的 。tRNA 中 发 现 的 另 一 些 特殊 碱 基 包 括 次 黄 呀 哈 
(hypoxanthine，H) 、 胸 腺 喀 啶 (thymine, T) 和 HASA (methylguanine，Gm ) 。 
这 些 修饰 碱 基 对 tRNA 的 功能 并 非 不 可 或 缺 ， 但 缺少 这 些 碱 基 的 细胞 生长 变 慢 。 这 一 
现象 提示 这 些 修 饰 碱 基 可 能 提高 tRNA 的 功能 。 例 如 ， 如 第 15 SKARA, KEE 
RERE tRNA 对 密码 子 的 识别 过 程 中 扮演 重要 的 角色 。 


假 尿 喀 喧 XX SAR ME Wie 


图 14-3 tRNA PERAR, ARREN 2 个 尿 苷 相关 的 核 苷 。 
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tRNA 都 有 三 叶 草 型 的 二 级 结构 


在 第 6 APARE, ΚΝΑ 分 子 通常 含有 自我 互补 区 域 ， 能 够 通过 碱 基 配对 形成 有 
PRAY UR EZ. RNA 的 其 他 区 域 因 没有 互补 结构 ， 所 以 是 单 链 的 。tRNA 分 子 表现 
为 特异 的 高 度 保守 的 单 链 和 双 链 区 域 (二 级 结构 )， 该 结构 可 描绘 成 三 叶 草 型 结构 (图 
14-4)ο tRNA 三 叶 草 型 结构 主要 特征 是 有 一 受 体 辟 、3 个 葵 环 〈 分 别 为 亚 UJ 环 、D 环 和 
ROSEY) 和 第 四 个 可 变 环 。 对 于 这 些 特征 结构 的 描述 如 下 : 
© 受 体 臂 因 是 结合 氨基 酸 的 位 点 而 得 名 ， 由 tRNA 分 子 的 5' 和 3' 端 的 碱 基 配 对 而 成 。 
其 3 端的 5 -CCA-3 序列 伸 出 双 链 之 外 。 

WU 环 因 特殊 碱 基 WU 〈 假 尿 喀 啶 ) 的 存在 而 得 名 。 这 一 修饰 碱 基 经 常 发 现 位 于 
5'-TWUCG-3' "序列 中 。 

°. D 环 因 特 征 性 的 双 氧 尿 喀 喧 的 存在 而 得 名 。 

* 反 密码 子 环 ， 顾 名 思 义 ,包含 反 密码 子 ， 一 个 通过 碱 基 配对 识别 mRNA 的 密码 子 的 
三 核 甘酸 序列 。 反 密码 子 的 两 端 由 5 端的 尿 喀 啶 和 3/ 端 的 嘎 叭 界定。 
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* 可 变 环 位 于 反 密 码 子 环 和 VU 环 之 间 ， 长 度 从 3 一 21bp 不 等 ， 正 如 其 名 所 示 。 


YU 环 


图 14-4 tRNA 的 三 叶 草 状 二 级 结构 。 在 此 tRNA 示意 图 
中 ， 红 色 虚 线 表示 tRNA 不 同 部 分 之 间 的 碱 基 配 对 。 


tRNA ΕΙ 状 的 三 维 结构 


=I RZ Haan S tRNA 含有 目 我 互补 的 区 域 。 那 么 ， 这 一 转 配器 分 子 的 实际 
三 维 构象 如 何 呢 ? Χ 射线 衍射 揭示 其 为 工 状 结构 ， 受 体 臂 在 一 端 ， 反 密码 子 环 在 另 一 
端 ， 两 者 相距 70A (图 14-5c) 。 要 了 解 这 L 状 结构 和 三 叶 草 型 结构 的 关系 ， 请 考虑 以 
下 方面 : 在 tRNA 的 三 维 构 象 中 ， 受 体 臂 和 YU 环 的 茎 之 间 形 成 延伸 的 螺旋 结构 (图 
14-5b)。 同 样 地 ， 反 密码 子 茎 和 DD 环 的 茎 形成 第 二 个 延伸 的 螺旋 。 这 两 个 延伸 的 螺旋 
垂直 排列 ，D 环 和 VU 环 靠 在 一 起 。 

三 种 相互 作用 使 这 L 状 结构 得 以 稳定 。 第 一 ， 因 形成 两 个 延伸 的 碱 基 配 对 区 域 而 
获得 的 类 似 DNA 双 链 的 碱 基 堆 积 作 用 。 第 二 ， 三 维 结构 中 相互 靠近 的 不 同 螺旋 区 域 的 
碱 基 间 的 氢 键 ， 这 些 通常 是 非常 规 ( 非 Watson-Crick) 键 。 第 三 ， 碱 基 和 磷酸 核糖 骨 
FR |e] 178 A EG ο 


连接 氨基 酸 到 tRNA 上 


氨基 酸 通过 高 能 酰基 连接 到 tRNA 3 端的 腺 车 酸 上 使 tRNA 负载 


连接 了 和 氨基酸 的 tRNA 分 子 称 为 负载 的 (charged) tRNA， 未 连接 氨基 酸 的 tRNA 
称 为 空 载 的 (uncharged) tRNA。 这 一 负载 过 程 需 要 氨基 酸 的 羧基 与 tRNA3' 端 受 体 臂 


连接 氨基 酸 到 tRNA 上 。467 。 


图 14-5 tRNA 的 三 时 草 结构 和 实际 的 三 维 结构 之 间 的 转换 。a， 三 叶 草 示意 图 ; b，L 状 结构 示意 图 代表 最 终 折 
登 的 tRNA 碱 基 配 对 的 位 置 ，c。，tRNA 的 实际 折 秋 结构 的 带 状 示意 图 。 请 注意 虽然 此 图 说 明了 实际 的 tRNA 结 
构 与 三 叶 草 示意 图 的 关系 ， 但 tRNA 并 不 是 通过 先 碱 基 配 对 再 L 状 折 秋 来 形成 最 后 的 结构 的 。 


突出 的 腺 苷 酸 的 2 或 3 ἘἑΑΕ (ΠΡ) 形成 酰基 。 形 成 的 酰基 是 一 个 高 能 键 ， 因 为 它 的 
水 解 寻 致 目 由 能 的 较 大 变化 。 这 对 于 蛋白 质 的 合成 是 非常 重要 的 : 这 一 高 能 键 水 解 所 释 
放 的 能 量 帮 助 推动 多 肽 链 中 氨基 酸 之 间 肽 键 的 形成 。 


氨基 酰 tRNA 合成 酶 分 两 步 使 tRNA 负载 


所 有 的 氨基 栈 tRNA 合成 酶 分 两 个 酶 促 步骤 使 氨基 酸 连 接 到 tRNA 上 (图 14-6), 
第 一 步 是 腺 苷 酰基 化 (adenylylation), ASMA ΑΤΡ 反应 而 被 腺 苷 酰基 化 ， 并 同时 释 
放出 焦 磷酸 。 腺 苷 酰基 化 指 的 是 AMP 的 转移 ， 与 腺 苷 酸化 〈adenylation) 相反， 后 者 
发 生 的 是 腺 苷 酸 的 转移 。 正 如 我 们 在 多 核 苷 酸 的 合成 过 程 中 看 到 的 一 样 (第 8 章 ) ， 腺 
苷 酰基 化 反应 的 主要 驱动 能 量 来 自 于 随后 的 焦 磷 酸 酶 对 焦 磷酸 的 水 解 。 腺 苷 酰基 化 的 结 
果 是 ， 通 过 氨基 酸 的 羧基 与 AMP 的 磷酸 基 团 形成 的 高 能 酯 键 ， 氨 基 酸 与 腺 苷 酸 结合 。 
第 二 步 是 tRNA 负载 (tRNA εΠατρίηρ), 与 氨基 酰 tRNA 合成 酶 保持 紧密 结合 的 腺 昔 
酰基 化 的 氨基 酸 与 tRNA 反应 。 这 一 反应 导致 氨基 酸 通 过 2' 或 3' 羟 基 被 转移 到 tRNA 
的 3 端 ， 同 时 释放 出 AMP, 
tRNA 合成 酶 分 两 类 ( 表 14-1) 。 类 酶 将 氨基 酸 连接 到 tRNA 的 21121. 1ΓΗἸΒ 
常 是 单 聚 体 ， 本 类 酶 将 氨基 酸 连接 到 tRNA 的 3' 产 基 ， 并 且 通 常 是 二 聚 体 或 四 聚 体 . 
虽然 氨基 酸 与 tRNA 之 间 最 初 的 耦 连 方式 不 同 ， 但 一 旦 从 合成 酶 中 释放 出 来 ， 氨 基 酸 
能 够 很 快 地 平衡 其 与 2' 或 3' 羟 基 的 连接 。 
表 14-1 ABR tRNA 合成 酶 的 种 类 * 
4 四 级 结构 126 四 级 结构 
Gly (a2 Be) Glu (α) 
Αα (αι) Gln (a) 
Pro (az) Arg (a) 
Ser (az) Cys (az) 
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续 表 
4 四 级 结构 I % 四 级 结构 
Thr Caz) Met Caz) 
His Caz) Val (a) 
Asp | (αλ) lle Ca) 
Asn Caz) Leu Ca) 
Lys Caz) Tyr Ca) 
Phe (az B2 ) Trp Ca) 


来 源 : Data from Delarue M. 1995. Current Opinion in Structural Biology 5. 48-55. Table 1. © Elsevier. 
κ 工 拓 酶 一 般 是 单 体 的 ， 而 开 类 酶 是 二 聚 体 或 四 聚 体 的 ， 来 自 两 个 亚 基 的 残 基 为 单一 的 tRNA 提供 结合 位 点 。 
xc 和 8B 指 tRNA 合成 酶 的 亚 基 ， 下 标 指 化 学 计量 。 


NH,— 


αλ ο ρε” 


负载 的 {RNA AMP 


图 146 AEM tRNA 负载 的 两 个 步骤 。a， 和 氨基 酸 的 腺 苷 酰基 化 ; b。， 腺 苷 酰基 化 的 氨基 酸 转 移 
至 tRNA 上 。 此 图 显示 的 为 [类 tRNA 合成 酶 的 反应 (该 酶 连接 氨基 酸 到 3' -OH E) 


连接 氨基 酸 到 tRNA 上 « 469. 


每 种 氨基 酰 tRNA 合成 酶 连接 一 个 氨基 酸 到 一 个 或 多 个 tRNA 上 


20 种 宽 基 酸 的 每 一 种 都 是 通过 单 种 专门 的 tRNA 合成 酶 连接 到 正确 的 tRNA 上 的 。 
由 于 大 多 数 的 氨基 酸 是 由 多 于 一 个 的 密码 子 决 定 的 (第 15 章 ) ， 因 此 一 个 合成 酶 经 常识 
别 多 于 一 个 的 tRNA ( 称 为 同 工 tRNA, isoaccepting tRNA) 并 使 之 负载 氨基 酸 。 但 
是 ， 同 一 种 tRNA 合成 酶 需要 负责 一 个 特定 氨基 酸 的 所 有 不 同 的 tRNA 的 负载 。 因 此 ， 
对 一 个 所 基 酸 而 言 ， 有 一 种 ， 而 且 只 有 一 种 tRNA 合成 酶 将 其 连接 到 所 有 正确 的 
tRNA 上 。 

大 多 数 的 生物 具有 20 种 不 同 的 tRNA 合成 酶 ， 但 并 不 总 是 这 样 。 例 如 ， 有 些 细菌 
缺乏 使 谷 酰 胺 连接 到 tRNA 的 合成 酶 。 相 反 ， 由 一 种 氨基 栈 tRNA 合成 酶 负责 将 Glu 
连接 到 (RNAS Al tRNA 上。 然后 第 二 种 酶 将 负载 的 tRNA“" 上 的 Glu 氨基 化 形成 
Gln, EI Glu-tRNA 氨基 化 变 成 Gln-tRNAS" (AAR AEB. beth tRNA 所 识别 
的 密码 子 ) 。 第 二 种 酶 的 存在 使 细菌 不 再 需要 谷 酰胺 tRNA 合成 酶 。 但 是 ， 一 种 氨基 酰 
tRNA 合成 酶 永远 不 能 将 多 于 一 种 的 氨基 酸 连 接 到 一 种 特定 的 tRNA E. 


tRNA 合成 酶 识别 同族 tRNA (cognate tRNA) 的 独特 结构 


从 前 面 的 讨论 中 可 以 看 出 ， 氮 基本 tRNA 合成 酶 面临 两 个 重要 的 挑战 : 它们 必须 
识别 针对 特定 氨基 酸 的 一 组 正确 的 tRNA， 而 且 它 们 必须 使 这 些 同 工 tRNA 负载 正确 的 
有 守 基 酸 。 这 两 个 过 程 都 必须 高 度 精确 地 进行 。 

让 我 们 首先 探讨 tRNA 识别 的 特异 性 ， tRNA 分 子 的 什么 特征 使 得 合成 酶 能 够 将 某 
种 氨基 酸 的 同族 的 同 工 tRNA 分 子 同 其 他 19 种 氨基 酸 的 tRNA 分 子 区 别 开 呢 ? SHEA 
传 学 、 生 物化 学 和 X 射线 衍射 的 证 据 表 明 决 定 这 特异 性 的 因素 来 自 tRNA 分 子 的 两 个 

受 体 臂 a μα 3' Bra Sz AS 
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14-7 tRNA 的 结构 : ABR tRNA 合成 酶 识别 的 必需 元 件 。 
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相距 较 远 的 位 点 : 受 体 臂 和 反 密 码 子 环 (图 14- 
1). ZER e tRNA 合成 酶 识别 特异 性 的 一 个 
极其 重要 的 决定 因素 。 在 某 些 情况 下 改变 受 体 
臂 的 一 对 碱 基 [ 称 为 鉴别 者 碱 基 (discriminator 
base) | 足以 使 某 个 tRNA 的 识别 特异 性 从 一 种 
合成 酶 变 为 另 一 种 合成 酶 。 虽 然 如 此 ， 反 密码 
于 环 也 经 党 对 识别 特异 性 有 所 贡献 。 例 如 ， 谷 
ΒΚ tRNA 合成 酶 同 受 体 臂 和 反 密 码 子 环 都 有 
广泛 的 接触 ， 包 括 反 密 码 子 本 身 (图 14-8). 
你 也 许 会 认为 由 于 反 密 码 子 是 tRNA 的 最 
终 决 定 特 征 一 一 反 密 码 子 决定 了 tRNA 负责 加 
入 到 多 肽 链 上 的 氨基 酸 种 类 ， 因 此 反 密 码 子 在 
tRNA 合成 酶 的 识别 过 程 中 总 是 起 作用 。 但 是 ， 
”由 于 每 个 氨基 酸 通 常 由 多 于 一 个 的 密码 子 所 编 
们 ， 因 此 在 很 多 情 部 下 对 反 密 码 子 的 识别 作用 
H148 AAM tRNA 合成 酶 与 tRNA" 结合 并 不 起 作用 。 例 如 ，Ser 由 6 个 密码 子 编码 ， 包 
ο... nT. 这 样 ， Ser ΒΗ tRNA ΞΕΝΗ ΤΗ ΒΒ 
的 接近 性 以 及 tRNA 和 合成 本 作用 的 结合 点 。 全 于， 而 无 法 轻易 地 被 单一 的 tRNA 合成 酶 所 
(来 源 ，Rath V. L. et αἰ. 1998. Structure 6, 识别 。 为 此 ，Ser 的 合成 酶 必须 依靠 反 密 码 子 以 
439-449. ) 图 像 使 用 BobScript, MolScript 和 ”外 的 决定 区 来 识别 tRNA 分 子 . 
Raster 3D 软件 制作 。 因为 它们 在 信息 传递 过 程 中 具有 重要 作用 ， 
这 些 使 合成 酶 鉴别 不 同 tRNA 的 tRNA 分 子 上 
的 次 定 结构 有 时 被 称 为 “第 二 遗传 密码 ”。 正 如 以 上 所 讨论 的 ， 这 一 套 密码 远 比 “第 一 
遗传 密码 ”复杂 ， 并 且 不 易 列 成 表格 。 然 而 ,， 没 有 这 一 套 密码 ， 合 成 酶 不 能 将 不 同 的 
tRNA 分 子 区 别 开 来 ， 翻 译 体 系 也 不 能 合成 具有 重复 序列 的 多 肽 链 ， 


氨基 酰 tRNA 的 形成 是 非常 精确 的 


2A FEE tRNA 合成 酶 在 选择 正确 的 氨基 酸 方面 所 面临 的 挑战 甚至 比 其 在 识别 正确 
的 tRNA 分 子 上 的 挑战 更 为 令 人 吃惊 (图 14-9) 。 这 是 因为 氨基 酸 的 体积 较 小 ， 并 且 在 
东 些 情况 下 ， 它 们 非常 相似 。 尽 管 挑 战 巨大 ， 负 载 出 错 的 概率 却 是 非常 小 的 ， 通常 ， 
1000 个 tRNA 分 子 中 只 有 不 到 一 个 tRNA 负载 了 错误 的 氨基 酸 。 在 某 些 情况 下 ， 如 何 实 
现 这 一 高 精确 度 是 非常 容易 理解 的 。 例 如 ，Cys 和 τρ 在 体积 、 构 形 和 化 学 组 成 上 都 有 明显 
的 差异 。 即 便 是 结构 相似 的 Tyr 和 Phe (图 14-94), ， 由 于 Tyr tRNA 合成 酶 与 前 者 的 羟基 而 
非 后 者 的 羟基 能 形成 较 强 的 和 能 量 上 有 利 的 氨 键 ,使 得 其 能 够 有 效 地 鉴别 排斥 Phe. 

更 大 的 挑战 在 Πε 和 Val 之 间 ， 它 们 仅 有 一 个 亚 甲 基 (methylene) 基 团 的 差异 
(Η 14-90). 2a 2A BE tRNA 合成 酶 可 通过 其 催化 口袋 的 空间 位 阻 作用 排斥 Tle, 因为 Tle 的 
体积 大 于 Val。 相 反 ，Val 应 该 能 轻易 地 滑 和 人 异 亮 氨 酰 tRNA 合成 酶 的 催化 口袋 中 。 虽 


连接 氨基 酸 到 tRNA 上 。471 - 


然 这 两 种 氨基 酸 都 能 结合 在 异 亮 氨 酰 tRNA 合成 酶 的 氨基 酸 结合 位 点 上 ， EAB 
tRNA 合成 酶 ) 与 Πε 额外 的 亚 甲 基 基 团 的 作用 能 够 产生 额外 的 -2 到 -3kcal/mol 的 自由 
HE (423-1). 。 如 第 3 章 所 述 ， 如 果 这 两 种 氨基 酸 的 浓度 相同 ， 即 使 相对 微小 的 自由 能 差 
FERE FRAM tRNA 合成 酶 ) 与 Τε 的 结合 约 100 倍 可 能 于 ΟΠ 与 Val 的 结合 。 
因此 ，Val 大 约 可 与 1% 的 异 亮 氨 酰 tRNA 合成 酶 结合 。 但 是 ， 这 是 一 个 不 能 接受 的 高 错 
配 率 。 我 们 已 经 说 过 ， 实 际 上 的 错 配 率 小 于 0. 1%。 这 样 高 的 保 真 度 是 如 何 实 现 的 呢 ? 


Fe A AEG tRNA 合成 酶 利用 编辑 口袋 来 高 精度 地 负载 tRNA 

ΠΕΠ SAE ΗΕ tRNA 合成 酶 保 真 度 的 一 个 普遍 的 机 制 是 对 负载 反应 的 产物 进行 校对 ， 
正如 第 8 章 中 讨论 过 的 DNA 聚合 酶 的 校对 作用 一 样 。 例 如 ， 除 了 催化 口袋 〈 负 责 腺 苷 
酰基 化 ) Fes Zl tRNA 合成 酶 在 催化 口袋 附近 还 有 一 个 编辑 口袋 〈 酶 上 的 深 裂 颖 )， 
用 以 对 腺 苷 酰基 化 产物 进行 校对 。AMP-Val (同样 还 有 其 他 小 氨基 酸 ， 如 Ala 等 的 腺 
甘 酰基 化 物 ) 能 够 进入 这 样 的 编辑 口袋 ， 在 那里 被 水 解 成 自由 的 Val 和 AMP 而 释放 出 
来 。 相 反 ，AMP-Ile 因 太 大 而 无 法 进入 编辑 口袋 ， 因 而 不 能 被 水 解 。 其 结果 为 ， 异 亮 氮 
ot tRNA 合成 酶 能 够 对 Val 进行 两 次 筛选 : 在 最 初 的 氨基 酸 结合 和 腺 苷 酰基 化 过 程 中 
(筛选 因子 约 为 100)， 以 及 随后 的 腺 苷 酰基 化 氨基 酸 的 编辑 过 程 中 〈 同 样 筛选 因子 约 为 
100)， 两 者 总 共 可 进行 大 约 10 000 倍 的 筛选 《〈 即 错 配 率 约 为 0. 01% )。 
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tRNA。 连 接 在 半 胱 氨 酰 tRNA 上 的 半 胱 氮 
图 149 ”相似 的 氨基 酸 ， 不同 的 特征 。 酸 的 化 学 还 原 反 应 。 
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核糖 体 不 能 辨别 tRNA 的 负载 是 否 正 确 

ZA FEM tRNA 合成 酶 承担 如 此 多 的 责任 以 保证 正确 的 氨基 酸 和 正确 的 tRNA EGE 
的 原因 在 于 ， 核 糖 体 不 能 辨别 tRNA 的 负载 是 否 正确 。 换 句 话 说 ， 核 糖 体 只 是 “盲目 
地 ”接受 任何 表现 出 正确 的 密码 子 - 反 密码 子 相 互 作 用 的 负载 tRNA， 不 管 tRNA 携带 
的 是 否 是 正确 的 氨基 酸 。 

这 个 结论 由 两 类 实验 支持 : 一 类 为 遗传 学 的 ， 另 一 类 是 生物 化 学 的 。 遗 传 实验 分 离 
出 一 种 反 密 码 子 上 携带 一 个 核 苷 酸 替 换 的 突变 tRNA。 回 想 tRNA 合成 酶 经 常 不 依赖 与 
有 反 密 码 子 的 相互 作用 来 识别 相关 的 tRNA 分 子 。 这 样 ,有 些 tRNA 可 以 在 反 密 码 子 上 存 
在 突变 但 仍然 可 以 负载 通常 的 相关 和 氨基酸, 但 是 ,作为 反 密码 子 突变 的 后 果 , 突 变 的 tR- 
NA 将 氨基 酸 带 到 错误 的 密码 子 上 , 换 句 话说 ,核糖 体 和 其 他 与 核糖 体 联 合作 用 的 辅助 蛋 
日 (将 要 简短 地 讨论 ) 主 要 核对 的 是 负载 tRNA 是 否 与 mRNA 具有 正确 的 密码 子 - 反 密码 
于 作用 .核糖 体 和 这 些 蛋 白质 极 少 阻止 错误 负载 的 tRNA 将 错误 的 氨基 酸 加 到 多 肽 链 
Es 

一 个 经 典 的 生化 实验 很 好 地 说 明了 核糖 体 只 识别 tRNA 而 非 其 携带 的 氨基 酸 这 个 
观点 。 看 看 负载 半 胱 氨 酸 的 半 胱 氮 酰 tRNA ( 记 住 前 级 指 氨 基 酸 ， 上 标 指 tRNA 的 本 
πι}. ΡΘΕ RNAS 负载 的 Cys 可 通过 化 学 方法 变 为 Ala 从 而 形成 丙胺 栈 tRNA 
(图 14-10) 。 当 加 入 到 不 依赖 于 细胞 的 蛋白 质 合成 体系 中 ， 丙 胺 酰 tRNA 将 Ala 带 到 
指定 Cys 插入 的 密码 子 上 。 因 此 ， 翻 译 机 器 主要 依靠 氨基 酰 tRNA 合成 酶 的 高 保 直 度 
来 保证 每 个 mRNA 正确 解码 CHE 14-2), 


核糖 体 «415. 


核糖 体 


核糖 体 是 指导 和 蛋白质 合 成 的 大 分 子 机 器 。 与 将 核 苷 酸 密码 翻译 成 氨基 酸 密码 所 面临 
的 额外 挑战 相 一 致 ， 核 糖 体 比 合成 DNA 或 RNA 所 需 的 最 小 的 机 器 要 大 而 复杂 。 实 际 
上 ， 单 一 的 多 肽 可 以 执行 DNA 或 RNA 的 合成 (虽然 DNA 的 复制 和 转录 往往 由 更 大 
的 多 亚 基 复合 物 来 介 导 )。 相 比 之 下 ， 聚 合 氨基 酸 的 机 器 则 至 少 由 3 种 RNA 分 子 和 多 
于 50 种 的 不 同和 蛋白 质 组 成 ， 其 总 分 子 质量 大 于 2500kDa。 与 DNA 复制 的 速度 相 比 较 
(每 秒 200~1000 个 碱 基 ) ， 翻 译 只 能 以 每 秒 2 一 20 个 氨基 酸 的 速度 进行 。 

原核 细胞 中 ， 转 录 和 翻译 的 系统 位 于 同一 区 域 中 。 因 此 ， 核 糖 体能 够 在 mRNA 刚 
从 RNA 聚合 酶 中 暴露 出 来 时 着 手 翻译 。 这 样 核糖 体 可 以 随 着 RNA 聚合 酶 沿 着 转录 体 
进行 翻译 (图 14-11) 。 因 为 RNA 的 5' 端 首先 合成 ， 因 此 从 mRNA5' 端 开始 翻译 的 核糖 
体 可 以 在 初始 转录 体 刚 刚 在 RNA 聚合 酶 中 暴露 出 来 的 时 刻 开始 翻译 。 有 趣 的 是 ， 原 核 
细胞 中 存在 几 个 利用 转录 和 翻译 耦 联 现象 进行 基因 表达 调节 的 例子 ， 我 们 将 在 第 18 音 
中 对 此 进行 讨论 。 
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14-11 原核 细胞 的 RNA 聚合 酶 和 核糖 体 作 用 于 同一 mRNA, 


里 然 原 核 细胞 中 ，( 翻 译 的 速度 ) 相对 于 DNA 合成 的 速度 要 慢 ， 但 核糖 体 仍 可 以 
赶 上 转录 的 速度 。 原 核 细胞 典型 的 每 秒 20 个 氨基 酸 的 翻译 速度 与 mRNA 的 每 秒 60 个 
核 苷 酸 〈20 个 密码 子 ) 的 翻译 速度 相当 。 这 与 RNA 聚合 酶 每 秒 合成 50 一 100 AER 
的 速度 也 相仿 。 

与 原核 细胞 的 情况 不 同 ， 真 核 细 胞 的 翻译 完全 与 转录 分 开 。 这 些 事件 在 细胞 的 不 同 
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区 域 里 进行 : 转录 发 生 在 细胞 核 ， 而 翻译 发 生 在 细胞 质 中 。 也 许 由 于 不 与 转录 耦 联 ， 真 
核 细 胞 的 翻译 以 每 秒 2 一 4 个 氨基 酸 的 较 慢 的 速度 进行 。 


核糖 体 是 由 一 个 大 亚 基 和 一 个 小 亚 基 组 成 的 


核糖 体 是 由 RNA 和 和 蛋白 质 组 成 的 大 亚 基 和 小 亚 基 两 个 部 件 组 成 的 。 大 亚 基 含 
有 肽 基 转 移 酶 中 心 (peptidyl transferase center) , 负责 肽 键 的 形成 。 小 亚 基 含 有 解 
公 中 心 (decoding center) ， 负 载 氨 基 酸 的 tRNA 在 此 阅读 或 “解码 ”mRNA 的 密码 
Επι 

按照 惯例 ， 大、 小 亚 基 的 命名 是 根据 离心 时 的 沉降 速率 而 定 的 〈 图 14-12). ΤΕ 
沉降 速率 的 单位 是 Svedberg (S; S 值 越 大 ， 沉 降 速 率 越 快 分 子 越 大 ) ， 这 是 以 超速 离 
心 的 发 明 者 Theodor Svedberg 命名 的 。 原 核 细 胞 中 ， 大 亚 基 的 沉降 速率 是 50 Sved- 
berg， 因 此 相应 地 称 为 50S 亚 基 ， 而 小 亚 基 称 为 305 亚 基 。 完 整 的 原核 细胞 的 核糖 体 称 
为 70S 核糖 体 。 注 意 70S 小 于 50S 和 30S 相 加 的 和 ! 对 这 一 明显 矛盾 现象 的 解释 是 沉降 
速率 是 由 形状 和 大 小 共同 决定 的 ， 因 而 不 是 绝对 质量 的 精确 测量 。 真 核 细 胞 的 核糖 体 稍 
KEE, H 60S 和 405 两 个 亚 基 组 成 ， 合 在 一 起 形成 805 的 核糖 体 。 


50S 
核糖 体 亚 基 


图 14-12 通过 超速 离心 沉淀 从 完整 的 核糖 体 中 分 离 核糖 体 亚 基 。 


大 、 小 亚 基 都 由 一 个 或 更 多 核糖 体 RNA (rRNA) 和 许多 核糖 体 蛋 白质 组 成 (图 
14-13)。Svedberg 单位 再 次 用 以 区 分 核糖 体 RNA., WAP, 505 亚 基 含有 5S rRNA 和 
23S rRNA, mi 30S 亚 基 只 含有 16S rRNA。 虽 然 每 一 亚 基 中 核糖 体 蛋 白质 要 远 远 多 于 
核糖 体 RNA， 但 是 原核 细胞 核糖 体 中 超过 三 分 之 二 的 质量 来 自 RNA。 这 是 真 的 ， 因 为 
核糖 体 和 蛋白 质 比 较 小 (细菌 小 亚 基 的 核糖 体 蛋 白质 的 平均 分 子 质量 约 为 15kDa)。 相 反 ， 
16S 和 23S rRNA 比较 大 。 我 们 想 想 ， 平 均 来 说 ， 一 个 核 背 酸 的 分 子 质量 是 330Da。 因 
此 ， 由 2900 个 核 苷 酸 组 成 的 239 rRNA 的 分 子 质量 即 接近 1000kDa, 


大 、 小 亚 基 在 翻译 的 每 次 循环 过 程 中 都 经 历 结合 与 分 离 


集 日 合成 一 次 ， 翻 译 机 器 就 经 历 一 系列 特异 的 事件 : 核糖 体 的 大 、 小 亚 基 相互 之 间 
及 与 mRNA 相 结 合 ， 翻 译 mRNA， 完 成 蛋白 质 合成 后 相互 分 离 。 这 种 结合 和 分 离 相 间 
的 顺序 称 为 核糖 体循环 (ribosome cycle, K| 14-14)。 简 而 言 之 ， 当 mRNA 和 起 始 tR- 
NA 结合 于 游离 的 小 亚 基 上 ， 翻 译 过 程 就 开始 了 。 随 后 这 “小 亚 基 -mRNA- 起 始 tRNA” 
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14-13 原核 细胞 和 真 核 细胞 的 核糖 体 组 成 。 标 明了 不 同 亚 基 的 rRNA 
和 重 日 质 组 分 。 还 标明 了 各 亚 基 的 rRNA 大 小 和 和 蛋白 质数 目 。 


的 复合 体 吸引 大 亚 基 结合 ， 从 而 形成 完整 的 、 大 小 亚 基 间 夹 着 mRNA 的 核糖 体 。 下 一 
步 生 日 质 合成 启动 ， 始 于 mRNA 5 端的 起 始 密码 子 并 向 mRNA3' 端 移动 。 随 着 核糖 体 
从 一 个 密码 子 易 位 到 另 一 个 密码 子 ， 一 个 接 一 个 的 负载 tRNA 进入 核糖 体 的 解码 和 肽 
基 苇 移 酶 中 心 。 当 移动 的 核糖 体 碰 到 终止 密码 子 时 ， 合 成 完成 的 多 肽 链 就 被 释放 出 来 ， 
核糖 体 大 、 小 亚 基 分 离 ， 各 自 离 开 mRNA。 这 些 分 离 的 亚 基 就 可 以 结合 到 新 的 mRNA 
ΓΕ» 重复 蛋白质 合成 的 循环 。 

虽然 一 个 核糖 体 一 次 只 能 合成 一 条 多 肽 ， 但 每 个 mRNA 分 子 却 能 同时 被 多 个 核糖 
体 同 时 翻译 〈 简 便 起 见 ， 我 们 假设 mRNA 是 单 顺 反 子 的 ) 。 结 合 多 个 核糖 体 的 mRNA 
称 为 多 核糖 体 (polyribosome 或 polysome， 图 14-15), 。 一 个 核糖 体 大 约 与 mRNA 上 的 
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核糖 体 小 亚 基 


14-14 翻译 的 总 体 过 程 : 核糖 体循环 。 


30 个 核 苷 酸 相 接触 ， 但 核糖 体 的 巨大 体积 只 能 允许 mRNA 上 每 80 个 核 苷 酸 结合 一 个 
核糖 体 。 即 便 这 样 ， 一 个 1000bp 的 小 ORF (编码 35kDa 的 蛋白 ) 可 以 结合 多 于 10 个 


核糖 体 ， 从 而 指导 多 个 多 肽 链 的 同时 合成 。 


5 ' ΘΝ΄55 Be ee 
MRNA ”起 始 密码 子 (A 


SE 


| As a 
UG) 


终止 密码 子 (UAC) 


14-15 多 核糖 体 。 


多 个 核糖 体 作 用 于 单一 mRNA 分 子 的 能 力 解释 了 细胞 中 mRNA 为 什么 相对 较 少 
(一 般 仅 占 总 RNA 的 1% 一 5%%)。 如 果 一 个 mRNA 一 次 只 能 被 一 个 核糖 体 翻 译 ， 那 么 ， 


一 个 典型 细胞 中 只 有 约 10% 的 核糖 体能 参加 蛋白 质 的 合成 。 但 是 多 个 核糖 体 和 每 个 
mRNA 分 子 的 结合 确保 在 任何 时 候 大 多 数 的 核糖 体 都 参与 了 翻译 。 


新 的 氨基 酸 连 接 在 延伸 肽 链 的 C ἐπ 


我 们 已 经 知道 ， 多 核 苷 酸 链 和 多 肽 链 都 有 内 在 的 极 性 。 因 此 ， 我 们 可 以 问 这些 链 的 
Die FCM. ME 8 章 和 第 12 章 中 我 们 知道 DNA 和 RNA 都 是 将 新 的 核 苷 酸 加 到 
延伸 多 核 苷 酸 链 的 3 端 〈 通 常 称 为 5 一 3 方向 合成 ) 。 

多 肽 链 的 合成 方向 如 何 呢 ? 这 最 初 由 Dintzis 所 做 的 一 个 经 典 的 实验 所 确定 ， 该 实 
验 已 在 第 2 章 有 所 描述 。 这 一 实验 发 现 每 一 个 新 的 氨基 酸 必须 加 在 延伸 多 肽 链 的 C 端 
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GH PRAT NC 方向 合成 )。 如 下 一 小 节 将 要 描述 的 ， 这 样 的 合成 方向 由 蛋白 质 合成 的 


化 学 特性 直接 决定 的 。 


肽 键 是 通过 将 正在 延伸 的 多 肘 链 从 一 个 tRNA 转移 到 另 一 个 tRNA 而 形成 的 


核糖 体 催化 了 单一 的 化 学 反应 : 肽 键 的 形成 。 这 一 反应 发 生 在 延伸 多 肽 链 C 端的 
氨基 酸 残 基 和 将 要 加 入 的 氨基 酸 之 间 。 多 肽 链 和 将 要 加 入 的 氨基 酸 都 结合 在 tRNA E, 
其 结果 是 ， 在 肽 键 的 合成 过 程 中 ， 不 断 增 长 的 多 肽 链 持 续 地 结合 在 tRNA 分 子 上 ， 


每 轮 氮 基 酸 加 入 的 实际 底 物 是 两 种 负 
载 的 tRNA: 氨基 醚 tRNA 和 有 上 肽 基 醚 tRNA 
(peptidyl-tRNA)。 如 本 章 前 面 所 讨论 的 
( 见 氨基 酸 与 tRNA 的 结合 章节 )， 所 基本 
tRNA 结合 在 氨基 酸 3 端的 羧基 上 。 肽 基 酰 
tRNA 也 以 同样 的 方式 (3 端 ) 结合 在 多 肽 
PER C mE., ΞΕ tRNA 与 氨基 酸 之 间 
的 键 在 下 一 个 肽 键 的 形成 过 程 中 是 不 断裂 
的 。 相 反 ， 当 延长 的 多 肽 链 在 与 负载 氨基 
Mt tRNA 上 的 氨基 酸 的 氨基 进行 结合 而 形 
成 一 个 新 的 肽 键 时 ， 肽 基 栈 tRNA 与 多 肽 
链 之 间 的 键 断 裂 了 。 

为 了 众 化 肽 键 的 形成 ， 这 两 个 氨基 酸 
的 3 端 被 带 到 核糖 体 上 相 邻 的 位 置 。 这 一 
位 置 效 应 可 以 使 氨基 栈 tRNA 的 氨基 基 团 
攻击 肽 基 酰 tRNA 上 多 肽 C 端的 羧基 集团 ， 
形成 一 个 新 的 肽 键 (图 14-16)。 多 肽 合成 
的 这 一 方式 产生 了 两 个 后 果 。 第 一 ， 这 个 
肽 键 形成 的 原理 要 求 蛋 白质 的 N 端 先 于 C 
os ΒΩ; 第 二 ， 多 肽 链 从 肽 基 酰 tRNA 转 
BIAR tRNA 上 。 因 此 ， 新 肽 键 形成 
的 反应 称 为 肽 转移 酶 反应 Cpeptidyl trans- 
ferase reaction) 。 

有 趣 的 是 ， 肽 键 的 形成 并 没有 伴随 三 
侈 酸 核 苷 的 水 解 。 这 是 因为 肽 键 的 形成 是 
由 连接 多 肽 链 和 tRNA 的 高 能 酰 键 的 断裂 


14-16 ” 肽 酰 转移 酶 反应 。 


来 驱动 的 。 请 回忆 一 下 ， 这 一 高 能 酰 键 是 在 tRNA 负载 氨基 酸 时 由 tRNA 合成 酶 催化 
FER., tRNA 负载 氨基 酸 的 反应 伴 有 一 个 ΑΤΡ 分 子 的 水 解 。 这 样 ， 肽 键 形成 所 需 的 
能 量 来 日 于 tRNA 负载 氨基 酸 时 所 水 解 的 那 一 个 ΑΤΡ 分 子 (图 14-16). 
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核糖 体 RNA 是 核糖 体 中 的 结构 和 催化 决定 因子 


虽然 核糖 体 和 它 的 基本 功能 早 在 40 年 以 前 就 发 现 了 ， 但 近年 来 对 原核 细胞 核糖 体 
的 高 精度 的 三 维 结构 的 确定 大 大 加 快 了 我 们 对 这 一 分 子 机 器 工作 机 制 的 认识 «81 14- 
17) 。 也 许 其 中 最 重要 的 结果 就 是 发 现 核糖 体 RNA 并 不 单单 是 核糖 体 的 结构 成 分 ， 甚 
而 ， 它 们 还 直接 负责 核糖 体 的 关键 功能 。 最 明显 的 证 据 就 是 证 实 肽 基 转 移 酶 中 心 完 全 是 
由 RNA 组 成 的 ， 这 将 在 下 面 详 细 讨 论 。RNA 也 在 核糖 体 小 亚 基 功能 中 扮演 中 心 的 角 
色 。 负 载 tRNA 的 反 密 码 子 环 和 mRNA 的 密码 子 都 是 与 16S rRNA 相 作 用 ， 而 不 是 与 
小 亚 基 的 核糖 体 蛋 白质 相 作 用 。 

进一步 说 明 RNA 在 核糖 体 的 结构 和 功能 的 重要 性 的 证 据 是 ， 大 多 数 的 核糖 体 蛋 白 
质 位 于 核糖 体 的 周边 ， 而 非 其 内 部 (图 14-17 及 网 上 结构 教学 材料 14-1) 。 核 糖 体 的 校 
心 功能 结构 域 ( 肽 基 转 移 酶 中 心 及 解码 中 心 ) 完全 或 者 绝 大 部 分 由 RNA 组 成 。 某 些 核 
粮 体 蛋白 质 的 一 部 分 确实 也 伸 入 到 亚 基 的 核心 ， 但 它们 的 作用 似乎 是 通过 屏蔽 其 磷酸 戊 
糖 骨架 的 负电 来 稳定 紧密 缠绕 的 rRNA。 实 际 上 ， 现代 核 糖 体 很 可 能 是 从 完全 由 ΕΝΑ 
组 成 的 原始 和 绰 白 质 合成 机 器 进化 而 来 ， 而 核糖 体 蛋 白质 的 加 入 是 为 了 提升 这 种 原始 
RNA 机 怖 的 功能 。 
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14-17 核糖 体 的 两 个 视图 。 这 两 个 图 中 ，50S 亚 基 都 位 于 30S 亚 基 之 上 。 右 图 中 505 和 30S 亚 基 
之 间 的 空洞 代表 了 tRNA 结合 的 位 点 (图 14-19b)。50S 亚 基 的 RNA 部 分 以 灰色 表示 而 蛋白 质 以 紫 
红色 表示 。30S 的 RNA 部 分 以 淡 蓝 色 表 示 而 蛋白 质 以 深蓝 色 表 示 。 (Yusupov M. M. et al. 2001. 
Science 292: 883-896. ) 图 像 使 用 MolScript、BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


核糖 体 有 3 个 tRNA 结合 位 点 


为 了 进行 肽 基 转 移 酶 反应 ， 核 糖 体 必 须 能 够 同时 结合 至 少 两 个 tRNA。 实 际 上 核糖 
WERA 3 个 tRNA 结合 位 点 ， 分 别 为 A、P 和 下 位 点 (图 14-18 和 图 14-19), A 位 点 
(A site) AAM tRNA 的 结合 位 点 ，P 位 点 (P site) 是 肽 基 栈 tRNA 的 结合 位 点 ， 
Ε 位 点 CE site) 是 延伸 的 多 肽 链 转移 到 氨基 本 -tRNA 后 被 释放 的 tRNA 的 结合 位 点 
(E #§ exit, RHE), 


14-18 核糖 体 有 3 个 tRNA 结合 位 点 。 核 糖 体 示意 图 显示 横 
BS 2 个 亚 基 的 3 个 tRNA 结合 位 点 CE, PAA). 


14-19 包含 3 个 结合 tRNA 的 核糖 体 三 维 结构 示意 图 。E、P 和 人 A 位 点 的 tRNA 分 别 以 黄 、 红 和 绿色 表 
示 。 大 、 小 亚 基 的 RNA 和 蛋白质 组 分 的 颜色 与 图 14-17 相同 。a 和 b 两 图 显示 核糖 体 与 tRNA 结合 于 E, 
P 和 A 位 点 ， 请 注意 a M b 图 的 核糖 体 与 图 14-17 的 核糖 体 相 对 应 。c， 分离 的 50S 亚 基 结合 于 tRNA, A 
如 在 整个 核糖 体 中 的 样子 〈 本 图 的 角度 是 从 小 亚 基 向 大 亚 基 看 ) 肽 酰 转移 酶 中 心 圈 出 来 了 。d.， 分 离 的 
30S 亚 基 结合 于 tRNA 有 如 在 整个 核糖 体 中 的 样子 ， 解 码 中 心 圈 出 来 了 。(Yusupov M. M. et al. 2001. Sci- 
ence 292: 883-896.) 图 像 使 用 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


。480 。 第 14 章 & 译 


a ge a a a 

每 一 个 tRNA 结合 位 点 都 在 核糖 体 的 大 、 小 亚 基 的 交界 面 形成 (图 14-19a A b). 
因此， 结合 核糖 体 的 tRNA 能 够 横 跨 大 亚 基 的 肽 基 转 移 酶 中 心 〈 图 14-19c) 和 小 亚 基 的 
解码 中 心 图 14-19d) 。 耦 联 氨基 酸 或 肽 链 的 tRNA 的 3' 端 紧邻 大 亚 基 ， 结 合 核糖 体 的 
tRNA 的 反 密 码 子 环 则 紧 接 着 小 亚 基 。 
穿 过 核糖 体 的 通道 可 以 使 mRNA 和 多 肽 链 进出 核糖 体 

解码 中 心 和 肽 基 转 移 酶 中 心 都 埋 于 完整 的 核糖 体内 。 但 是 ， 翻 译 过 程 中 ，mRNA 
必须 成 串珠 状 通过 解码 中 心 ， 新 合成 的 多 肽 链 也 必须 从 肽 基 转 移 酶 中 心 离开 。 这 些 聚 合 
体 〈 如 mRNA) 是 如 何 进 入 和 离开 核糖 体 的 呢 ? 这 个 问题 的 答案 就 在 核糖 体 的 结构 中 ， 
它 展示 进出 核糖 体 的 “通道 ”。 

mRNA 通过 小 亚 基 的 两 个 狭窄 的 通道 进出 解码 中 心 。 进 入 通道 的 宽度 只 能 介 许 未 
ΒΗ RNA 通过 。 这 个 特征 保证 了 mRNA 以 一 种 单 链 的 形状 进入 解码 中 心 ， 这 是 通 
过 解除 mRNA 分 子 内 可 能 已 经 形成 的 碱 基 配 对 相互 作用 而 达到 的 。 进 出 通道 之 间 有 一 
个 tRNA 可 进入 的 区 域 ， 紫 邻 的 密码 子 在 此 能 够 分 别 与 A 位 点 的 氨基 酰 tRNA A P 位 点 
的 肽 基 酰 tRNA 结合 。 有 趣 的 是 ，mRNA 的 两 个 密码 子 之 间 存 在 明显 的 扭 结 (kink)， 
有 利于 维持 正确 的 可 读 框 ( 图 14-20). 。 这 个 扭 结 使 核糖 体 易 位 后 留 在 空 着 的 A 位 点 的 


14-20 ”核糖 体内 mRNA 与 A、P 位 点 的 tRNA 的 相互 作用 。 两 图 表示 mRNA 和 tRNA 在 核糖 体 
内 的 结构 。 为 清晰 起 见 ， 核 糖 体 未 示 出 。E、P 和 A 位 点 的 tRNA 分 别 以 黄 、 红 和 绿色 表示 ，mR- 
NA 以 蓝 色 表示 。 只 有 参与 密码 子 - 反 密 码 子 相 互 作 用 的 碱 基 示 出 。mRNA 上 明显 的 扭 结 清晰 地 区 
别 A 和 PP 位 点 的 密码 子 ， 在 下 图 可 看 出 A 和 了 P 位 点 的 tRNA 的 3' 端 之 间 非 常 接近 。 (Yusupov ML 
M. et al. 2001. Science 292; 883-896.) 图 像 使 用 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 
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密码 子 处 于 一 个 独特 的 位 置 ， 阻 止 随后 进入 的 氨基 酰 -tRNA 与 毗邻 该 密码 子 的 碱 基 相 
接触 。 

大 亚 基 上 的 兄 一 个 通道 提供 了 新 合成 的 多 肽 链 离 开 〈 核 糖 体 ) 的 途径 ΓΗ 14-21). 
J mRNA 的 通道 一 样 ， 这 个 通道 的 大 小 限制 了 多 上 肽 链 的 折 徐 。 在 这 种 情况 下 ， 新 合成 
的 多 肽 链 只 能 在 通道 内 形成 螺旋， 而 其 他 的 二 级 结构 (如 8 11) 和 空间 的 相互 作用 
只 能 在 多 肽 链 离开 大 亚 基 后 形成 。 由 于 这 一 原因 ， 新 合成 的 多 肽 链 最 终 的 三 维 结构 只 能 
在 其 从 核糖 体 释 放 后 形成 。 


14-21 多肽 出 口 通道 。 此 图 中 ，50S 亚 基 切 成 一 半 以 显示 多 肽 出 口 通道 。rRNA 以 白色 显示 而 
核糖 体 蛋 白质 以 黄色 显示 。3 个 结合 的 tRNA 显示 为 : E 位 点 (褐色 )、P 位 点 (紫红 色 )、A 位 
A CRE). RHR A 位 点 tRNA 的 红色 和 金色 的 rRNA 部 分 是 肽 酰 转移 酶 中 心 的 组 成 部 分 。〔〈 由 
Courtesy of T. Martin Schmeing and Thomas Steitz 提供 ; 采 自 Schmeing T. M. et al. 2002. Na- 
ture Struct. Biol. 9: 225-230. ) 


现在 我 们 已 经 描述 了 翻译 过 程 的 4 种 主要 组 分 ， 本 章 剩 余 的 部 分 将 集中 描述 翻译 的 
每 一 个 步 允 。 我 们 的 描述 将 以 翻译 的 3 个 步骤 依次 进行 :多肽 链 合成 的 起 始 、 多 肽 链 的 
延伸 和 多 肽 链 合成 的 终止 。 下 面 将 要 看 到 ， 原 核 生 物 和 真 核 生物 的 蛋白 质 合 成 在 策略 上 
有 重要 的 相同 点 和 不 同 点 。 我 们 将 在 下 面 的 各 个 小 节 中 讨论 这 两 种 细胞 的 翻译 机 制 的 本 
奈 。 正 如 DNA 和 RNA 合成 一 样 ， 虽 然 核糖 体 是 蛋白 质 合成 的 中 心 ， 但 各 种 辅助 因子 
在 翻 详 的 各 个 阶段 也 起 着 重要 的 作用 ， 而 且 它 们 也 是 蛋白 质 合 成 以 迅速 和 正确 的 方式 进 
行 所 必需 的 。 


翻译 的 起 始 


翻译 要 成 功 地 起 始 ， 必 须 有 3 个 事件 发 生 (图 14-22) 。 第 一 ， 核 糖 体 必须 被 募集 到 
mRNA E; 第 二 ， 人 负载 tRNA 必须 置 于 核糖 体 的 P 位 点 ; 第 三 ， 核 糖 体 必须 精确 地 定 
位 在 起 始 密 码 子 上 。 其 中 第 三 条 是 关键 的 ， 因 为 这 一 步 确定 了 mRNA 翻译 的 可 读 框 。 
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即使 核糖 体 定位 只 发 生 一 个 碱 基 的 易 位 也 将 导致 一 个 完全 不 相关 的 多 上 肽 的 合成 ( 见 上 面 
和 第 15 BEA KATE RNA 的 讨论 )。 原 核 生物 和 真 核 生 物 mRNA 结构 的 不 同 导致 完成 
翻译 起 始 方 式 的 明显 不 同 。 我 们 先 曾 明 原 核 细 胞 的 起 始 情 况 ， 然 后 讨论 真 核 细胞 中 所 观 
察 到 的 差异 。 


核糖 体 16S 起 始 30S 


oN RIRANNA 
5's AU ει 


ον 


ο EIRP ROERE 


οκ οκ 
ο να κοκ ID 


14-23 16S rRNA 作用 于 RBS， 将 AUG 定位 于 了 
位 点 。 本 图 为 RBS 和 起 始 AUG 之 间 具 有 理想 距离 
的 mRNA。 这 一 距离 将 AUG 置 于 了 位 点 。 许 多 


mRNA 没有 这 一 理想 距离 ， 导 致 翻译 效率 的 下 降 。 
14-22 ”翻译 起 始 事件 的 总 体 过 程 。 其 他 一 些 mRNA 完全 缺失 RBS, 


原核 细胞 的 mRNA 最 初 是 通过 与 rRNA 的 碱 基 配对 而 募集 到 小 亚 基 上 


大 、 小 亚 基 是 一 个 一 个 地 装配 到 mRNA 上 的 。 首 先 小 亚 基 和 mRNA 结合。 如 在 讨 
论 mRNA 结构 时 所 述 (图 14-2)， 对 原核 细胞 来 说 ， 小 亚 基 和 mRNA 的 结合 是 由 
(mRNA 的 ) RBS 和 小 亚 基 的 ) 165 RNA 之 间 的 碱 基 配 对 作用 介 导 的 “〈 图 14-23). 
对 定位 理想 的 RBS 来 说 ， 小 亚 基 处 于 mRNA 上 的 恰当 位 置 ， 使 大 亚 基 加 入 复合 体 时 ， 
起 始 密码 子 正 好 处 于 了 位 点 。 大 亚 基 是 在 起 始 过 程 即 将 结束 的 时 候 加 入 复合 体 的 ， 恰 好 
在 第 一 个 肽 键 形 成 之 前 。 因 此 ， 翻 译 起 始 的 许多 关键 事件 发 生 在 完整 的 核糖 体形 成 之 前 。 


负载 着 修饰 甲 硫 氨 酸 的 特定 的 tRNA 直接 结合 到 原核 细胞 的 小 亚 基 上 


通常 ， 负 和 载 tRNA 进入 核糖 体 的 A 位 点 并 在 一 轮 肽 键 合 成 后 才能 到 达 了 位 点 。 但 
征 ， 在 起 始 阶段 ， 负 载 tRNA 直接 进入 到 了 位 点 。 这 一 过 程 需 要 一 个 称 为 起 始 tRNA 
Cinitiator tRNA) 的 特定 tRNA， 它 与 起 始 密 码 子 (通常 是 AUG 或 GUG) 碱 基 配 对 。 
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当 AUG 和 GUG 在 可 读 框 内 出 现时 具有 不 同 的 含义 ， 它 们 分 别 被 Met 的 tRNA (tR- 
NA“) 和 Val 的 tRNA (tRNA) 所 识别 和 阅读 (第 15 章 )。 起 始 tRNA 上 负载 的 既 
非 Met 亦 非 Val。 相 反 ， 它 负载 的 是 一 种 Met 的 修饰 产物 ,在 氨基 基 团 上 连 着 一 个 甲 
酸 基 (CN- 甲 酰 甲 硫 氮 酸 ，N-formyl methionine) (图 14-24). 负载 此 氨基 酸 的 起 始 tR- 
NA 称 为 fMet-tRNA;™ , 


CH, CH, 
η, on, 
H ὃς O Η ὧν. 
n E η--ὅ-.- -ᾱ- -σοση 
y 1 
FRAR N- 甲 酰 甲 硫 氨 酸 (fMet) 


14-24 Met 和 N-fMet, 


由 于 N-fMet 是 多 肽 链 的 第 一 个 氨基 酸 ， 你 也 许 认 为 所 有 原核 生物 的 蛋白 质 在 它们 
的 扫 基 闪 都 有 甲酸 基 的 结构 。 但 事实 并 非 如 此 ， 因 为 去 甲 酰 化 酶 (deformylase) 在 多 
肽 链 合成 的 过 程 中 或 之 后 将 这 个 甲酸 基 从 氮 基 端 去 除 掉 。 实 际 上 ， 许 多 原核 细胞 的 蛋白 
质 甚 至 不 是 以 Met 开始 的 ; 氮 肽 酶 (aminopeptidase) 通常 在 氨基 端 切除 Met 以 及 另外 
一 两 个 氨基 酸 。 


三 种 起 始 因子 指导 包含 mRNA 和 起 始 tRNA 的 起 始 复合 物 的 装配 


原核 细胞 的 翻译 始 于 小 亚 基 ， 由 3 种 翻译 起 始 因子 (translation initiation fac- 
tor) IF1, IF2 和 IF3 所 催化 ， 每 一 个 因子 催化 起 始 过 程 的 一 个 关键 步 又 : 

e IF1 防止 tRNA 结合 到 小 亚 基 中 将 形成 A 位 点 的 位 置 上 。 

“IF2 Æ GTP 酶 (结合 和 水 解 GTP 的 蛋白 质 )， 它 与 起 始 过 程 的 3 个 主要 成 分 (小 亚 
基 、1IFl 和 {Met-tRNA;~) 相互 作用 。 通 过 与 这 些 成 分 相互 作用 ，IF2 促使 {Met- 
tRNA “和 小 亚 基 的 结合 ， 并 阻止 其 他 负载 tRNA 与 小 亚 基 结 合 。 

。 下 3 与 结合 小 亚 基 并 阻止 其 与 大 亚 基 重 新 结合 。 由 于 翻译 起 始 需要 游离 的 小 亚 基 ， 因 
此 IF3 与 小 亚 基 的 结合 对 翻译 的 新 一 轮 的 循环 是 十 分 重要 的 。IF3 在 上 一 轮 循环 即将 
结束 时 开始 与 小 亚 基 结 合 ， 并 协助 70S 核糖 体 分 解 为 大 、 小 亚 基 。 

每 一 个 起 始 因子 结合 于 小 亚 基 的 3 个 tRNA 结合 位 点 或 其 附近 。 与 IF1 防止 负载 
tRNA 结合 到 A 位 点 的 功能 相 一 致 ，IF1 直接 结合 到 小 亚 基 中 将 形成 A 位 点 的 位 置 上 ， 
IF2 结合 ΙΕῚ 并 跨 过 A 位 点 到 达 Ρ 位 点 以 结合 {Met-tRNA,Mt 最 后 ，IF3 占据 了 将 成 
为 王位 点 的 小 亚 基 上 的 位 置 。 这 样 ， 在 小 亚 基 的 3 个 潜在 的 tRNA 结合 位 点 中 ,只 有 P 
位 点 在 起 始 因子 存在 的 条 件 下 能 够 结合 tRNA, 

随 看 3 个 起 始 因子 的 加 入 ， 小 亚 基 已 经 准备 好 结合 mRNA 和 起 始 tRNA 了 (图 14- 
25)。 这 两 种 RNA 能 以 任何 一 种 方向 结合 ， 并 且 互 相 独 立 。 如 上 面 所 讨论 的 ，( 小 亚 
基 ) 结合 mRNA 需要 (mRNA AY) RBS 和 (小 亚 基 的 ) 165 RNA 之 间 的 碱 基 配对 。 而 
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图 14-25 原核 细胞 的 翻译 起 始 过 程 。 


fMet-tRNAixe 结 合 小 亚 基 是 由 结合 GTP 的 IF2 W 
化 的 ， 并 且 (—E mRNA 结合 于 小 亚 基 上 ) 由 反 密 
ASFA mRNA 的 起 始 密码 子 之 间 的 碱 基 配 对 作用 促 
进 。 类 似 地 ，fMet-tRNA;fMet Al mRNA 之 间 的 碱 
基 配 对 起 到 了 定位 起 始 密码 子 在 P 位 点 上 的 作用 。 

起 始 的 最 后 步骤 涉及 大 亚 基 的 聚合 以 形成 70S 
起 始 复合 体 (70S initiation complex)。 当 起 始 密码 
FAI fMet-tRNA; “的 碱 基 配 对 后 ， 小 亚 基 的 构象 发 
生变 化 ， 寻 致 IF3 的 释放 。 在 IFS 离开 的 情况 下 ， 
大 亚 基 可 以 自由 地 与 小 亚 基 及 其 负载 的 IF1、IF2、 
mRNA 和 fMet-tRNA “结合 。 与 大 亚 基 的 结合 激 
话 了 IF2-GTP 的 GTP 酶 活性 ， 引 起 GTP 的 水 解 。 
水 解 后 的 IF 2-GDP 与 核糖 体 和 起 始 tRNA 的 亲和力 
降低 ， 导 致 IF2-GDP 和 IF] 从 核糖 体 释 放出 来 。 这 
样 ， 起 始 过 程 的 最 后 产物 是 在 mRNA 的 起 始 位 点 组 
疼 了 一 个 完整 的 〈70S) 核糖 体 ， 其 P 位 点 有 fMet- 
tRNA ， 而 A 位 点 是 空 的 。 这 个 核糖 体 -mRNA 
的 复合 体 已 准备 好 在 A 位 点 结合 负载 tRNA, 718 
多 肽 链 的 合成 。 


真 核 细 胞 的 mRNA 通过 5' 帽 吸引 核糖 体 


真 核 细胞 翻译 的 起 始 在 很 多 方面 与 原核 细胞 相 
同 。 它 们 都 使 用 起 始 密码 子 和 专门 的 起 始 tRNA, 
部 在 大 亚 基 的 加 入 之 前 利用 起 始 因 子 形成 结合 
mRNA 的 小 亚 基 复合 体 。 但 是 ， 真 核 细 胞 运用 一 个 
根本 不 同 的 方式 来 识别 mRNA 和 起 始 密码 子 ， 这 对 
真 核 细 胞 的 翻译 产生 重要 的 结果 。 

在 真 核 细 胞 中 ， 小 亚 基 在 被 募集 到 mRNA 的 5 
并 帽子 结构 之 前 ， 已 经 与 起 始 tRNA 结合 。 然 后 以 
5 一 3' 方 向 沿 着 mRNA“ 扫 描 ” 直 到 遇见 第 一 个 5’- 
AUG-3 ( 见 前 面 章 节 中 有 关 mRNA 前 导 区 Kozak 
序列 的 讨论 )， 该 密码 子 被 识别 为 起 始 密码 子 。 因 
此 ,在 大 多 数 情况 下 ( 框 14-3)， 只 有 第 一 个 AUG 
才能 作为 真 核 细 胞 翻译 的 起 点 。 请 注意 这 一 起 始 方 
式 是 和 大 多 数 真 核 mRNA 编 码 一 个 多 肽 链 ( 单 顺 反 
f, monocistronic) 的 事实 相 一 致 ; 对 内 部 起 始 密 
人 码 子 的 识别 通常 是 不 必要 的 ， 也 是 不 可 能 的 。 
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正如 我 们 在 其 他 分 子 过 程 〈 例 如 转录 时 对 启动 子 的 识别 ) 中 所 看 到 的 ， 真 核 细 胞 较 之 
原核 细胞 需要 更 多 的 辅助 蛋白 来 完成 起 始 过程 。 整 个 起 始 过 程 可 分 为 4 步 。 首 先 ， 与 在 原 
核 生物 中 不 同 ， 在 真 核 细 胞 中 ， 起 始 tRNA 与 核糖 体 小 亚 基 的 结合 总 是 先 于 其 与 mRNA 
的 结合 (图 14-26a) 。 其 次 ， 另 一 组 辅助 因子 介 导 对 mRNA 的 识别 。 第 三 ， 结 合 于 起 始 
tRNA 的 核糖 体 在 mRNA 上 “扫描 ”以 搜寻 第 一 个 AUG 序列 。 最 后 ， 核 糖 体 的 大 亚 基 在 
起 始 tRNA 与 起 始 密 码 子 碱 基 配 对 之 后 被 招募 进来 。 现 在 ， 我 们 详 述 这 些 事件 。 


43S 前 起 始 复 合体 


14-26 真 核 细 胞 核糖 体 小 亚 基 和 起 始 tRNA 装配 到 mRNA E, 


真 核 生 物 核 糖 体 完成 了 一 个 周期 的 翻译 
之 后 ， 就 解体 为 游离 的 大 小 亚 基 ， 此 时 四 个 
起 始 因 子 eIF1, εἰξΊΑ. elF3 和 


ο - = ef elF5 一 一 结合 于 小 亚 基 上 。 在 酵母 细胞 中 ， 


errr! RR 
ο, οσο Go OI πλ ΜΜ 


j 
起 始 密码 子 (AUG) 
扫描 @5F+@ 


ay 


其 中 的 三 个 因子 (CeIF1、eIF3 和 eIF5) 在 与 
小 亚 基 结 合 之 前 先 组 装 成 一 个 多 因子 复合 
体 ; 类 似 的 相互 作用 也 很 可 能 发 生 在 其 他 物 
种 中 。 这 四 个 因子 共同 作用 ， 以 一 种 与 原核 
起 始 因子 下 3 和 ΤΕΙ 作用 相同 的 方式 来 防止 
大 亚 基 和 tRNA 同时 与 A 位 点 结合 。 起 始 
tRNA 被 三 个 亚 基 组 成 的 GTP 结合 蛋白 eIF2 
种 送 至 小 亚 基 上 。 与 IF2 类 似 ，elF2 以 GTP 
结合 的 形式 与 起 始 tRNA 结合 。 产 生 的 复合 
体 称 为 三 重复 合 物 (Ternary Complex, 
TC)。 对 于 真 核 生 物 来 讲 ， 起 始 tRNA HA 
甲 硫 氨 酸 ， 而 不 是 NCR AAR. KH 
Met-tRNA™', eIF2 将 Met-tRNAM* 放置 在 
小 亚 基 中 将 形成 P 位 点 的 位 置 上 ， 引 成 435 
前 起 始 复合 物 (435 preinitiation complex) 。 
在 为 外 一 系列 反应 中 ，mRNA 为 小 亚 
基 对 其 的 识别 做 好 准备 。 这 一 过 程 以 帽 结 
ARA eIF4G 识别 5 端 帽 为 起 始 。 而 后 ， 
一 系列 附加 的 起 始 因子 募集 进来 。eIF4G 
同时 结合 eIF4E 和 mRNA, mj eIF4A 结合 
elF4G 和 mRNA (图 14-26b)。eIF4G 和 
eIF4A 的 这 种 联合 尤为 重要 一 一 细胞 中 翻 
详 的 整体 水 平 由 这 个 步骤 中 一 个 叫做 eIF4E 
HJ eIF4G 相互 竞争 结合 的 蛋白 家 族 来 控 
制 ( 见 本 章 后 面部 分 的 翻译 调控 )。 这 一 复 
合体 而 后 又 加 进 eIF4B， 后 者 激活 eIF4A 
的 RNA 解 螺旋 酶 活性 。 解 旋 酶 能 够 解 开 任 
何 可 能 形成 于 mRNA 末端 的 二 级 结构 (如 
发 卡 结构 )。 解 除 二 级 结构 是 非常 必要 的 ， 
因为 mRNA5 端 必须 消除 二 级 结构 才能 与 
小 亚 基 结 合 。 最 后 ， 结 合 在 消除 了 较 高 级 
结构 的 mRNA 上 的 eIF4A 因子 与 结合 在 小 
图 14-27 真 核 细胞 核糖 体 小 亚 基 对 起 始 AUG 的 识别 。 亚 基 上 的 起 始 因子 之 间 的 相互 作用 将 435 
前 起 始 复 合 物 募集 到 mRNA 上 ， 形 成 48S 


Mammanmesn 
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六 起 始 复合 物 (485 preinitiation complex), 


框 143 uORF 和 IRES: 


证 明 规则 的 | Bil 


RAM ΚΛΑΡΑ FAR NR EGE 91 端的 AUG 开头 的 可 读 杠 编码 的 。 有 时 ， 

第 一个 AUG 不 处 于 合适 的 上 、 下 游 序 列 中 而 被 跳 过 去 ~ 有 时 ， 短 的 上 游 可 读 1 
(uORF, 编码 少 于 10 个 氨基 酸 的 肽 段 > 见于 编码 长 肽 的 主要 可 读 框 的 上 游 ( 框 14-3 图 
1) 。 在 这 些 情况 中 ，uORF 用 来 调控 一 个 下 游 的 长 可 读 框 的 翻译 水 平 。 通 常 ， 这 te 
ORE 减少 而 不 是 完全 去 除 下 游 长 ORF 的 翻译 .我 们 将 在 这 章 举例 讨论 这 一 情况 
”在 最 靠近 5 BH AUG AT eae 译 的 一 <A ALIBI HEA AA 
位 点 〈IRES) 。 IRES 是 RNA 序列 ， 功 能 类 aF 原核 生物 的 RBS, EAM HRY 
95 mRNA 的 一 一 个 内 部 位 点 Ste He teu 3 图 2)。 这 在 真 核 生物 转录 物 中 相当 y 
n, 多 编码 于 病毒 mRNA, nazit PRL 5' 帆 端 并 需要 最 大 限度 地 利用 它们 的 基 
国 组 序列 。 通过 使 用 RFS, 病毒 mRNA 3 可 以 编码 多 于 一 个 的 蛋白 质 ， | 减少 对 每 个 蛋白 


mo ΚΗ EMRAAET AMES. oe aon 


3 党 ΚΝ. 5 


| κι 14-3 Βε 图 1 uORFs 调控 下 游 ORFs s 的 翻译 。 153 某 此 情况 下 ， 当 一 ere aim st WORF Fs 小 亚 基 仍 然 留 在 
mRNA 上 ， 并 重新 开始 要 措 搜 寻 下 “个 AUG。 只 有 当 结 合 了 一 个 新 的 起 始 iRNA， 它 才能 识别 下 个 AUG. 
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σὲ LI ΒΗ ΡΕ 21Η. 常规 要 求 。 本 例 中 oe 3 TS σι ee ree 


起 始 密码 子 是 从 mRNA 的 5 端 向 下 游 “ 扫 描 发 现 ” 的 


一 旦 在 mRNA 的 5 端 组 装 好 ， 小 亚 基 和 它 的 结合 因子 就 按照 5' 一 3' 方 向 沿 着 
mRNA 移动 ， 这 一 移动 是 依赖 于 ΑΤΡ 的 ， 由 与 eIF4A/B 结合 的 RNA 解 旋 酶 所 驱动 
(Η 14-27)。 在 移动 过 程 中 ， 小 亚 基 扫描 mRNA 以 寻找 起 始 密码 子 。 起 始 密码 子 的 识 
别 是 通过 起 始 tRNA 的 反 密 码 子 和 起 始 密码 子 之 间 的 碱 基 配 对 作用 (这 就 是 为 什么 起 
6 tRNA 先 与 小 亚 基 结合 而 后 与 mRNA 结合 之 所 以 重要 的 原因 )。 正 确 的 碱 基 配对 改 
ES 43S 复合 体 的 构象 ， 导 致 eIF5 构象 的 改变 ， 后 者 促使 eIF2 水 解 与 之 结合 的 GTP。 
当 eIF2 处 于 GDP 结合 态 时 ， 就 不 再 结合 起 始 tRNA， 并 且 同 eIF1、eIF3 和 eIF5 一 道 ， 
从 小 亚 基 上 释放 出 来 。 

eIF2 的 离开 使 第 二 个 受 GTP 调控 的 、 称 为 eIF5B 的 起 始 tRNA 结合 蛋白 得 以 结 
合 。 尽 管 eIF2 与 IF2 在 功能 上 是 相似 的 ， 但 实际 上 eIF5B 是 与 IF2 在 亲缘 关系 更 近 的 
SA. ithe RNA，eIF5B 结合 促使 60S 亚 基 能 够 与 处 于 正确 位 置 的 405 亚 基 结 合 。 
这 种 结合 之 所 以 成 为 可 能 ， 就 是 因为 先前 阻止 这 种 结合 的 蛋白 因子 (eIF1、elIF3 和 
elF5) 已 经 被 释放 。 正 如 原核 的 情况 ， 大 亚 基 的 结合 导致 剩余 的 起 始 因子 释放 ， 这 是 通 


翻译 延伸 » 4809 » 


过 促进 IF2 的 类 似 物 一 一 eIF5B 对 GTP 的 水 解 而 完成 的 。 

这 些 事件 的 结果 是 ，Met-tRNAM: 被 置 于 新 的 805 起 始 复合 体 (80S initiation com- 
plex) 的 了 位 点 。 随 着 起 始 密码 子 和 Met-tRNAM 被 置 于 P 位 点 ， 真 核 细 胞 的 核糖 体 
已 经 为 在 A 位 点 接受 一 个 负载 tRNA 并 开始 第 一 个 肽 键 的 合成 做 好 了 准备 。 
翻译 起 始 因子 使 真 核 mRNA 保持 环 状 

除了 与 mRNA 的 5 端 结合 ， 起 始 因子 通过 poly-A 尾 与 mRNA 的 3' 端 紧密 结合 
(图 14-28). 。 这 是 通过 eIF4F 和 包 线 在 poly-A BAY poly-A ΕΕ“ ΕΗ (poly-A binding 
protein) 之 则 的 相互 作用 实现 的 。 由 于 eIF4F 和 poly-A 尾 结合 蛋白 都 在 多 轮 翻 译 循环 
中 与 mRNA 结合 ， 因 此 (mRNA 的 ) 5' 和 3' 端 之 间 存 在 稳定 的 相互 作用 。 这 种 作用 在 
5 和 3 端 之 间 形 成 一 蛋白 质 桥 ， 使 mRNA 维持 一 种 环 状 的 构象 。poly-A 尾 能 够 提高 
mRNA 的 翻译 这 一 现象 早已 为 人 所 知 。 翻 译 起 始 因子 在 poly-A 尾 存 在 的 条 件 下 使 mR- 
NA“ 环 化 ”的 发 现 为 这 一 现象 提供 了 一 个 简单 、 合 理 的 解释 : 一 旦 核糖 体 完 成 了 通过 
poly-A 尾 而 环 化 的 mRNA 的 翻译 ， 新 释放 的 核糖 体 被 理想 地 置 于 同一 mRNA 的 起 始 
翻 伴 位 点 上 。 


图 14-28 Rik mRNA 环 化 模型 。 环 化 被 认为 是 由 eIF4G 和 多 聚 A 尾 结合 蛋白 的 相互 
作用 介 导 的 。 
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一 旦 核糖 体 和 负载 的 起 始 tRNA 组 装 于 P 位 点 上 ， 多 肽 的 合成 就 能 够 开始 了 。 为 
了 使 氨基 酸 能 正确 加 入 ， 有 3 个 关键 的 事件 是 必须 发 生 的 (图 14-29)。 首 先 , 在 A 
位 点 上 的 密码 子 的 指导 下 ， 正 确 的 氨基 本 tRNA 置 于 A 位 点 上 ; 第 二 ，A 位 点 的 氨基 
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WERNA P 位 点 的 肽 酰 tRNA 上 的 肽 链 形成 肽 键 。 如 我 们 之 前 所 见 ， 这 一 肽 转移 酶 
(peptidyl transferase) 反应 导致 多 肽 链 从 P 位 点 的 tRNA 上 转移 到 A 位 点 的 负载 tR- 
NA 的 氨基 酸 残 基 上 ; 第 三 , 在 A 位 点 形成 的 肽 酰 tRNA 和 相应 的 密码 子 必须 易 位 
(translocate) 至 了 位 点 ， 以 使 核糖 体 为 下 一 循环 的 密码 子 识别 和 肽 键 形 成 做 好 准备 。 
同 mRNA 的 起 始 位 置 必 须 精 确 一 样 ，( 核 糖 体 在 mRNA 上 的 ) 移动 也 必须 准确 以 保 
持 正 确 解 读 的 遗传 信息 可 读 框 。 两 种 已 知 的 延伸 因子 (elongation factor) 调控 这 些 事 
件 。 这 两 种 因子 都 利用 GTP 结合 和 水 解 产 生 的 能 量 来 提高 核糖 体 作 用 的 效率 和 准确 
性 。 

与 翻译 的 起 始 不 同 ， 延 伸 的 机 制 在 原核 细胞 和 真 核 细胞 之 间 是 高 度 保守 的 。 我 们 将 
延伸 的 讨论 仅 限 于 原核 细胞 上 ， 它 已 经 被 详细 地 了 解 了 ， 但 真 核 细胞 的 翻译 延伸 过 程 无 
论 在 涉及 的 因子 和 机 制 上 都 与 原核 细胞 相似 。 


Μι, tRNA 由 延伸 因子 EF-Tu 送 达 A 位 点 


氨基 酰 tRNA 不 能 独自 与 核糖 体 结合 。 相 反 ， 它 们 是 由 延伸 因子 EF-Tu“ 护 送 ” 
到 核糖 体 上 的 (图 14-80), --Η tRNA Ase BEL. EF-Tu 就 结合 于 tRNA 的 3' 端 ， 
上 柳 震 耦 合 的 氨基 酸 。 这 个 作用 防止 了 氨基 本 tRNA 参与 肽 键 的 形成 ， 直 到 从 EF-Tu 中 
释放 出 来 。 

“ΠΗ͂ IF2 一 样 ， 延 伸 因 子 EF-Tu 结合 并 水 解 GTP， 并 且 鸟 味 叭 核 苷 酸 结合 
的 类 型 决定 了 EF-Tu 的 功能 。 只 有 当 EF-Tu 与 GTP 结合 后 ，EF-Tu 才能 结合 氨基 酰 
tRNA, m EF-Tu 4 GDP 结合 或 EF-Tu 单 独 时 ， 与 氨基 栈 tRNA 没有 什么 亲和力 。 因 
此 当 EF-Tu 水 解 结合 的 GTP 时 ， 其 所 结合 的 氨基 酰 tRNA 就 被 释放 出 来 。 结 合 氨基 栈 
tRNA 的 EF-Tu 单 独 不 能 有 效 地 水 解 GTP。 相 反 ，EF-Tu GTP 水 解 酶 活性 是 在 与 大 亚 
基 的 一 个 结构 域 结 合 而 得 以 激活 的 ， 该 结构 域 在 大 亚 基 加 入 起 始 复合 体 时 激活 IF2 
GTP 水 解 酶 。 这 一 结构 域 称 为 因子 结合 中 心 (factor binding center), 只 有 当 tRNA 置 
于 人 A 位 点 并 且 正 确 的 密码 子 - 反 密码 子 配 对 后 ，EF-Tu 才能 与 因子 结合 中 心 相 互 作用 。 
然后 ，EF-Tu 水 解 结合 的 GTP， 并 从 核糖 体 中 释放 出 来 (图 14-30)。 正 如 下 面 将 讨论 
HJ, EF-Tu 调控 GTP 的 水 解 对 翻译 的 特异 性 是 非常 重要 的 。 


核糖 体 利用 多 种 选择 机 制 排斥 错误 配对 的 氨基 酰 tRNA 


翻 详 的 销 误 率 为 10 “一 10“。 这 就 是 说 ， 在 合成 的 蛋白 质 中 ， 每 1000 个 氨基 酸 中 
只 有 不 多 于 一 个 氨基 酸 是 错误 的 。 选 择 正确 的 氨基 酸 tRNA 的 最 终 基 础 在 于 氨基 本 tR- 
NA 和 核糖 体 A 位 点 的 密码 子 之 间 的 碱 基 配 对 。 尽 管 如 此 ， 正 确 的 密码 子 - 反 密码 子 配 
对 和 不 正确 的 配对 之 间 的 能 量 差异 尚 不 能 完全 解释 这 样 高 的 准确 率 。 在 许多 情况 下 ， 密 
但 于 - 反 密 码 子 相互 作用 的 三 对 核 苷 酸 中 只 有 一 对 是 不 配对 的 ， 但 核糖 体 很 少 人 允许 这 样 
HZ FEE tRNA 继续 翻译 过 程 。 至 少 有 3 种 不 同 的 机 制 促成 了 翻译 的 高 准确 率 (图 
14-51). 。 这 些 机 制 都 选择 排斥 密码 子 - 反 密码 子 配对 错误 (ΠΕ tRNA), 

其 中 一 个 有 助 于 密码 子 识别 忠实 性 的 机 制 涉 及 小 亚 基 A 位 点 内 165 RNA 的 两 个 


ας 


14-30 EF-Tu 护送 氨基 栈 tRNA 至 核糖 体 的 A 
位 点 。 当 负载 tRNA 最 初 与 核糖 体 的 A 位 点 发 
生 作 用 时 ， 它 们 是 与 EF-Tu-GTP 结合 在 一 起 

。 当 正确 的 密码 子 - 反 密码 子 相 互 作用 发 生 时 ， 
EF-Tu 与 因子 结合 中 心 发 生 反 应 ， 水 解 所 结合 的 
GTP， 并 从 tRNA 和 核糖 体 上 脱离 。 


14-29 ”翻译 的 几 个 步骤 。 


相连 的 乃 嗓 叭 残 基 。 这 两 个 腺 嗓 哈 与 反 密 码 子 和 密码 子 的 前 两 个 碱 基 之 间 每 个 正确 配对 
所 形成 的 小 沟 形成 氨基 酸 (图 14-31a)。 正 如 你 会 想到 的 (图 6-10) ， 在 Watson-Crick 


的 G:C 和 A:U 小 沟 中 的 氢 键 特性 是 配对 非常 相似 的 。 因 此 ， 相 邻 的 16SRNA 的 和 A 
残 基 不 能 辨别 G : C 或 A : U 配对 ， 因 而 认为 任何 一 对 都 是 正确 的 。 相 反 ， 非 Watson- 
Crick 碱 基 配对 所 形成 的 小 沟 就 不 能 被 (16S ΕΝΑ 的 ) 这 两 个 腺 味 吟 识别， 导致 对 非 正 
确 tRNA 的 亲和力 明显 降低 。 这 些 作用 的 净 结 果 是 ， 正 确 配 对 的 tRNA 从 核糖 体 解 离 
的 速度 要 远 低 于 非 正 确 配 对 的 tRNA.。 

第 二 个 有 助 于 保证 正确 的 反 密 码 子 -密码 子 配 对 的 机 制 涉 及 EF-Tu 的 GTP 酶 活性 
(图 14-31b)。 如 上 所 述 ，EF-Tu 从 tRNA 的 释放 需要 GTP 的 水 解 ， 这 一 作用 对 正确 的 
反 密 人 码 子 -密码 子 配对 是 非常 敏感 的 。 即 使 只 有 一 个 碱 基 的 不 配对 也 将 改变 EF-Tu 的 位 
置 ， 降 低 其 与 因子 结合 中 心 的 相互 作用 能 力 。 这 就 导致 了 EF-Tu 的 GTP 酶 活性 的 急剧 
下 降 。 这 一 机 制 是 动力 学 敏感 性 的 一 个 范例 ， 并 且 与 DNA 合成 过 程 中 保证 正确 的 碱 基 
ACT AYALA K (第 8 章 )。 在 这 两 个 过 程 中 ， 正 确 的 碱 基 配对 的 形成 都 明显 地 加 快 了 
一 个 重要 的 生化 步骤 的 速度 。 对 DNA 聚合 酶 来 说 ， 这 一 步 是 磷酸 二 酯 键 的 形成 。 对 蛋 
日 质 合成 来 说 ， 这 一 步 就 是 EF-Tu 对 GTP 的 水 解 。 

第 三 个 保证 碱 基 配对 正确 性 的 机 制 是 EF-Tu 释放 后 的 一 个 校正 机 制 。 当 负载 tR- 
NA 5 EF-Tu-GTP 的 复合 体 进入 A 位 点 时 ， 它 的 3' 端 远离 肽 键 形 成 的 位 点 。 为 了 成 功 
地 进行 肽 转移 酶 反应 ， 氮 基 酰 tRNA 必须 旋转 进入 到 大 亚 基 的 肽 转移 酶 中 心 ， 这 一 过 
程 称 为 人 位 〈accommodation， 图 14-31c) 。 在 八 位 过 程 中 ， 氨基 醚 tRNA 的 3 端 移动 
了 几乎 70A。 非 正确 配对 的 tRNA 在 人 位 过 程 中 经 常 从 核糖 体 上 脱离 下 来 。 有 假设 认 
FI BEBE tRNA 的 旋转 为 密码 子 和 反 密 码 子 的 作用 带 来 了 张力 ， 而 只 有 正确 配对 的 反 
密码 子 才 能 承受 这 种 张力 。 因 此 ， 错 配 的 氨基 酰 tRNA 就 更 有 可 能 在 肽 转移 酶 反应 进 
行 之 前 从 核糖 体 上 脱离 下 来 。 

总 之 ， 除 了 密码 子 - 反 密码 子 的 相互 作用 ， 核 糖 体 还 利用 小 沟 的 作用 和 两 种 校正 机 
出 来 你 证 正确 的 氨基 栈 tRNA 结合 在 A 位 点 上 。 这 三 种 额外 的 选择 机 制 阻止 了 那些 不 
能 形成 正确 的 密码 子 - 反 密 码 子 作 用 的 氨基 酰 tRNA 的 留存 。 

一 旦 正确 的 负载 tRNA BF A 位 点 并 旋转 进入 肽 转移 酶 中 心 ， 肽 键 的 形成 就 开始 
本 。 这 一 反应 由 RNA， 尤 其 是 大 亚 基 的 23S rRNA 组 分 来 催化 。 这 种 论点 的 早期 证 据 
来 目 于 下 面 的 实验 : 即使 剥离 了 很 多 蛋白 质 的 大 亚 基 依然 能 够 进行 肘 键 的 形成 。 对 肽 转 
移 酶 其 实 由 RNA 组 成 的 证 明 来 自 于 一 个 原核 生物 核糖 体 的 高 精度 三 维 结构 ， 它 揭示 没 
有 一 个 氨基 酸 位 于 活性 位 点 的 18A 之 内 (图 14-32) 。 

近来 对 E. coli 核糖 体 与 mRNA 及 tRNA 整合 复合 物 三 维 结构 的 解析 已 揭示 出 ， 一 
‘MEA (L27) 的 氨基 末端 确定 接触 到 了 活性 部 位 。 这 一 发 现 可 能 意味 着 这 一 蛋白 在 催 
化 过 程 中 起 到 某 种 作用 。 为 了 检测 这 种 可 能 性 ， 将 L27 蛋白 氨基 端 9 个 处 于 活性 中 心 
附近 的 氨基 酸 进 行 缺 失 突 变 。 生 成 的 细胞 所 产生 的 核糖 体 带 有 降低 的 、 但 可 检测 到 的 肽 
酌 半 移 酶 活性 ， 这 就 清楚 地 说 明 L27 蛋白 的 这 一 区 域 参 与 肽 酰 转移 酶 的 活性 构成 。 然 
而 突变 的 核糖 体 依然 以 野生 型 核糖 体 蛋 白 合成 水 平 的 30% ~5SO“% RARE, HAS 
有 突变 核糖 休 的 细胞 仍然 可 以 生长 分 裂 。 与 底 物 〈 氮 酰 -tRNA) 在 溶液 中 单独 存在 时 相 
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14-31 保证 rRNA 和 mRNA 正确 配对 的 三 种 机 制 。a. 只 有 当 密 码 子 - 反 密 码 子 正确 配对 时 ，16S rRNA 的 两 
个 腺 嗓 吟 残 基 与 配对 碱 基 对 的 小 沟 之 间 才 能 形成 额外 的 氢 键 。b. 正确 的 碱 基 配 对 使 得 结合 氨基 酰 tRNA 的 ΕΕ. 
Tu SA ΓΘ UD EE, WEA GTP 的 水 解 和 ET-Tu 的 释放 。c. 只 有 碱 基 配对 正确 的 氨基 酰 tRNA 在 肽 键 
形成 过 程 中 旋转 进入 正确 位 置 时 ， 才 能 保持 与 核糖 体 的 结合 。 这 一 旋转 易 位 称 为 tRNA 和 人 位， 


比 ， 核 糖 体 提高 了 10 倍 的 肽 键 形成 速率 。 显 然 ， 即 使 L27 不 在 活性 位 点 上 ， 依 然 保留 
本 绝 大 多 数 的 速率 提升 。 因 此 ， 尽 管 这 一 蛋白 促进 肽 键 形成 ， 但 它 对 于 肽 酰 转移 酶 活性 
的 。 像 其 他 核糖 体 蛋 白 一 样 ，L27 最 有 可 能 的 功能 就 是 将 一 个 或 更 多 的 
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RNA 组 分 正确 地 摆 放 到 活性 位 点 。 更 为 重要 的 是 ， 因 为 这 个 蛋白 是 唯一 一 个 距离 〈 活 
性 中 心 ) 最 近来 行使 催化 功能 的 蛋白 ， 所 以 核糖 体 的 rRNA 组 分 一 定 承 担 着 催化 肽 刍 
形成 的 主要 功能 


图 14-32 ΕΝΑ 环绕 着 大 亚 基 的 肽 转移 酶 中 心 。 所 示 为 细菌 50S 亚 基 的 三 维 结构 。 
rRNA 为 灰色 ， 核 糖 体 蛋 白质 为 紫红 色 。 紧 邻 肽 酰 转移 酶 中 心 的 A 和 了 位 点 的 tRNA 的 
3 端 分 别 以 绿色 和 红色 表示 。(Yusupov M. M. et al. 2001. Science 292. 883-896.) 图 像 
使 用 MolScript. BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 


23S rRNA 是 如 何 催化 肽 键 形成 的 呢 ? 准确 的 机 制 仍然 需要 研究 ， 但 某 些 答应 已 经 
eS, HÆ 23S rRNA 与 处 于 A 和 了 位 点 的 tRNA 的 CCA 末端 之 间 的 碱 基 配 对 ， 帮 
Bh ASE BE tRNA 的 a 氨基 基 团 攻击 结合 于 肽 酰 -t+RNA 的 多 肽 的 碳 基 团 。 这 一 作用 也 有 
可 能 稳定 人 位 后 的 氨基 酰 rRNA。 这 类 催化 机 制 称 为 锁 催 化 (centropic catalysis), {1 
束 是 说 ， 酶 将 底 物 囊 到 一 起 来 激发 催化 。 

由 于 仅仅 靠 底 物 的 紧密 相 邻 并 不 足以 产生 高 水 平 的 催化 作用 ， 因 此 很 可 能 rRNA 
的 其 他 元 件 也 参与 了 催化 。 实 际 上 ， 去 掉 23SrRNA 上 一 个 高 度 保守 残 基 (E. coli23S 
rRNA 上 的 A2451 位 点 ) 的 2 -OH 这 样 的 一 种 变化 使 催化 速率 至 少 降低 了 十 倍 。 近 期 
的 研究 又 发 现 了 一 个 未 曾 料 到 的 在 催化 中 很 关键 的 RNA: P 位 点 tRNA。 去 掉 了 位 点 
tRNA3 端 A 残 基 的 2 -OH 导致 催化 速率 降低 了 105 倍 。 这 种 “ 底 物 辅助 的 催化 ”是 一 
个 尤为 有 趣 的 发 现 ， 因 为 这 预示 着 氮 酰 -tRNA 本 身 就 携带 着 关键 的 催化 元 件 。 这 一 发 
现 意味 着 ， 在 核糖 体 进化 之 前 ，tRNA 就 已 经 为 催化 其 自身 蛋白 质 的 合成 提供 关键 元 件 
Ja 

基于 一 系列 相关 考虑 ， 人 们 提出 ，P 位 点 tRNA (8 2-OH 可 能 充当 “质子 穿 权 机 
制 ” 的 一 部 分 (图 14-33) 。 在 这 一 模型 中 ，2 -OH 向 氨 酰 -tRNA 的 3 -OH 提供 一 个 H, 
并 从 发 起 攻击 的 连接 于 A 位 点 tRNA 的 氨基 酸 的 a- 氨 基 基 团 得 到 一 个 质子 。 十 分 重要 
的 是 ， 这 两 个 发 现 都 强烈 支持 这 样 一 种 假设 ， 即 正 是 RNA 而 不 是 蛋白 质 催化 了 肽 键 的 
形成 。 尽 管 如 此 ， 关 于 核糖 体 怎 样 催化 肽 键 形 成 仍 有 很 多 未 知 。 
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14-33 ” 肽 键 形 成 中 卫 位 点 tRNA2 -OH 的 功能 。 肽 酰 -tRNA 最 后 一 个 
“A” W) 2'-OH 对 于 肽 键 形成 十 分 关键 。 基 于 以 上 发 现 ， 有 人 提出 2'-OH 的 
氨 组 分 可 能 参与 如 图 所 示 的 一 个 “质子 穿梭 机 制 >。 在 此 模型 中 ， 随 着 肽 栈 - 
tRNA 与 肽 链 之 间 的 键 断裂 ，3 0 从 2 -OH 夺取 一 个 H (以 黄色 表示 )， 而 
2 0 反 过 来 从 攻击 羧基 的 氨基 基 团 夺取 一 个 H (以 绿色 表示 )。 红 色 箭 头 显 
示 所 提出 的 在 肽 键 形成 过 程 中 电子 的 运行 方向 。 
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肽 键 形 成 和 延伸 因子 EF-G 促进 了 tRNA 和 mRNA 的 易 位 


PEs 因子 结合 中 心 
ς᾽ Ὁ 
因子 


tines 


ο." ΗΡΙ ve ο ΜΗ 
5 / ο ος RAR oe ος 3 / 


图 14-34 EF-G 刺激 易 位 需要 GTP 的 水 
解 。 


一 旦 肽 转移 酶 反应 开始 发 生 ，P 位 点 的 tRNA 就 
BARE AHA AEM). ie AGEN ERR A 
位 点 的 tRNA 上 。 要 使 肽 链 延 伸 的 新 一 轮 循环 得 以 


SOAS 发 生 ，P 位 点 的 tRNA UGB ERA, πῃ A 位 点 


的 tRNA 必须 移 至 P 位 点 。 同 时 ，mRNA 也 必须 移 
动 3 个 核 车 酸 ， 以 使 下 一 个 密码 子 暴 露出 来 。 这 些 移 
动 是 在 核糖 体内 协调 进行 的 ， 统 称 为 易 位 (translo- 
cation) , 

2 Av [1 ee tR 1 PR E 5 Fk ES CE 
14-54). —HA SBE A 位 点 的 tRNA，A 位 点 和 
P 位 点 的 tRNA 就 被 认为 进入 了 杂 合 状态 。A 位 点 
tRNA 的 3 端 与 多 肽 结合 ， 但 其 反 密 码 子 仍然 与 解码 
中 心 A 位 点 的 密码 子 配 对 。 相 似 地 ， 这 时 已 脱 氨 基 
的 P 位 点 tRNA 不 再 与 多 肽 结合 ， 但 是 它 的 反 密 码 
TRS P 位 点 的 密码 子 配对 。 因 此 ， 大 亚 基 的 易 
位 是 先 于 小 亚 基 的 易 位 ， 而 tRNA 就 处 于 “ 杂 合 : 
aS”. EME 3 端 移 人 一 个 新 的 位 置 ， 但 它们 的 反 密 
位 于 末 闯 仍 位 于 未 发 生 肽 转移 酶 反应 时 的 位 置 上 
(图 14-34， 第 一 步 ) 。 

多 位 的 完成 需要 第 二 个 称 为 EF-G 的 延伸 因子 的 
作用 。EF-G 只 有 在 和 GTP 结合 的 情况 下 才能 结合 
核糖 体 。 在 肽 转移 酶 反应 发 生 后 ，P 位 点 tRNA 缺少 
肽 的 结合 及 A 位 点 tRNA 的 移动 就 在 A 位 点 的 大 亚 
基部 分 为 EF-G 结合 腾 出 了 位 点 。 当 EF-G-GTP 结 
合 后 ， 它 与 大 亚 基 的 因子 结合 中 心 相 作用 ， 刺 激 
GTP 的 水 解 。GTP 的 水 解 改 变 了 EF-G-GDP 的 构 
象 ， 使 它 可 以 进入 小 亚 基 并 刺激 A 位 点 tRNA 的 易 
位 (图 14-34， 第 三 步 )。 当 易 位 完成 后 ， 核 糖 体 构 
象 的 改变 极 大 地 降低 了 其 对 EF-G-GDP 的 亲和力 ， 
使 得 这 一 延伸 因子 从 核糖 体 中 释放 出 来 。 这 些 事 
件 一 起 导致 A 位 点 的 tRNA 易 位 至 P 位 点 上 , P 
位 点 的 tRNA BME EMA, UE mRNA 移动 正 
好 3 SKA RR (图 14-34， 第 四 步 )。 此 时 ， 核 糖 
体 为 新 一 轮 的 氨基 酸 加 入 的 开始 做 好 了 准备 。 
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EFG 通过 取代 结合 在 A 位 点 的 tRNA 来 驱动 易 位 


EF-G 促使 易 位 的 精确 机 制 目前 尚 不 完全 清楚 ， 但 其 中 的 部 分 机 制 与 EF-G-GDP 占 
据 A 位 点 的 解码 中 心 的 能 力 有 关 。 通 过 与 解码 中 心 的 相互 作用 ，EF-G-GDP 取代 A 位 
RABY tRNA 使 后 者 转移 至 P 位 点 。 就 像 多 米 诺 现象 ，A 位 点 的 tRNA 进入 P 位 点 意味 
看 PP 位 点 的 tRNA 必须 移 到 下 位 点 。 在 tRNA 的 移动 过 程 中 ，mRNA 也 移动 了 3 个 核 
甘酸 的 位 置 。mRNA 的 移动 是 由 移动 的 A 位 点 的 tRNA 和 mRNA 之 间 的 碱 基 配 对 介 
隆 的 ， 碱 基 配 对 在 易 位 过 程 中 一 直 维 持 着 。 基 本 上 ，mRNA 是 被 移动 的 A 位 点 tRNA 
拉 着 走 。 的 确 ， 罕 见 的 4 个 核 苷 酸 的 反 密 码 子 的 “ 移 码 ”tRNA (因此 可 以 弥补 某 些 移 
码 突变 ) 移动 mRNA 4 MRAM, MARE 3 个 。 与 A 位 点 tRNA 的 移动 相反 ，P 位 点 
的 tRNA 移 至 下 位 点 打 断 了 tRNA Al mRNA 之 间 的 这 种 碱 基 配对 。 这 样 ， 现 在 下 位 点 
EAR KARK) tRNA 可 以 自由 地 从 核糖 体 中 脱离 出 来 ， 并 通过 氨基 栈 tRNA 
合成 酶 重新 装载 氨基 酸 。 

核糖 体 亚 基 的 变化 也 对 易 位 有 所 贡献 。 例 如 ， 在 易 位 时 ， 小 亚 基 相对 于 大 亚 基 发 生 
本 逆 时 针 转 动 ， 男 外 ， 小 亚 基 结 构 必 须发 生变 化 以 使 EF-G-GDP 在 易 位 结束 后 释放 出 
来 。 结 构 研 究 还 发 现在 A、P 和 玉 位 点 之 间 有 “ 门 ” 将 它们 分 开 。 因 此 ， 为 了 使 tRNA 
移 至 新 的 位 置 ， 这 些 “ 门 ”必须 打开 。EF-G-GDP 占据 A 位 点 的 解码 中 心 保证 了 在 易 
位 之 后 ， 先 前 的 A 位 点 tRNA 不 能 再 移 回 到 A 位 点 。 当 EF-G 释放 后 “ 门 ” 可 能 就 又 
关闭 了 。 


14-35 ”延伸 因子 的 结构 比较 。 左 图 为 EF-Tu-GDPNP-Phe-t+RNA， 右 图 为 EF-G-GDP, GD- 
PNP 为 不 能 水 解 的 GTP 类 似 物 ， 在 决定 三 维 结构 时 用 于 在 GTP- 结 合 的 构象 中 锁定 分 子 。 请 
注意 EF-G 中 示 以 绿色 标注 的 结构 和 与 EF-Tu 结合 的 tRNA (也 以 绿色 表示 〉 的 结构 相似 性 。 
(Æ ΕΗ. Nissen P. et al. 1995. Science 270: 1464-1472. & W. al-Karadaghi S. et al. 
1996. Structure 4: 555-565. ) 图 像 使 用 MolScript, BobScript 和 Raster 3D 软件 制作 。 
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EF-G-GDP 与 A 位 点 的 解码 中 心 的 作用 何以 如 此 有 效 ” EF-G 和 EF-Tu-tRNA 的 

品 体 结构 为 这 一 问题 提供 了 明确 的 答案 。EF-G-GDP 和 EF-Tu-GTP-tRNA 具有 非常 相 
似 的 结构 (图 14-35). 。 回 想 EF-Tu-GTP-tRNA 也 结合 于 A 位 点 的 解码 中 心 。 这 一 结构 
相似 性 的 最 显著 特征 在 于 ， 仅 管 EF-G 仅 由 单一 的 多 肽 链 组 成 ， 它 的 结构 却 模仿 了 与 蛋 
日 质 结合 的 了 NA。 这 是 “分 子 模 仿 ” 的 一 个 例子 ， 其 中 蛋白质 以 类 似 tRNA 的 形状 出 
现 以 促进 其 与 同样 的 结合 位 点 相 结 合 。 有 
B ; 意思 的 是 ， 关 于 真 核 细 胞 中 EF-G 的 同类 物 
“ ( 称 为 eEF-2) 的 结构 研究 发 现 这 一 蛋白 存 


. 在 两 个 完全 不 同 的 构象 其 中 之 一 结合 于 


ΟΤΙ, 


Tir ARSE 7c Ρε}, 。 一 个 构象 与 EF-G 的 结 
t ΓΗ͂ 14-35) 相似 ， 而 另 一 个 构象 在 tE- 
NA RMX GTP 结合 区 显著 位 移 后 产生 。 
可 能 这 样 一 种 构象 上 的 变化 对 EF-G 在 位 移 
过 程 中 行使 功能 是 十 分 重要 的 。 


EF-Tu-GDP 和 EF-G-GDP 在 参加 新 
一 轮 延 伸 之 前 必须 将 GDP 换 成 GTP 


EF-Tu 和 EF-G 是 催化 蛋 日 质 ， 在 每 一 
轮 tRNA 结合 核糖 体 、 肽 键 形成 和 易 位 的 
过 程 中 只 能 使 用 一 次 。GTP 水 解 后 ， 这 两 
个 入 日 质 必 须 释 放 所 结合 的 GDP， 并 结合 
一 个 新 的 GTP 分 子 。 对 EF-G 来 说 ， 这 是 
14-36 ΕΕ-Ίς 促进 GDP 5 EF-Tu 的 解 离 。 结 合 于 一 个 简单 的 过 程 ， 因 为 GDP 与 EF-G 的 亲 
EF-Tu 的 GDP 释放 非常 缓慢 。EF-Ts 结合 于 EF-Tu- 和 力 要 低 于 GTP。 因 此 GTP 水 解 后 GDP 
GDP, 313 GDP 的 快速 解 离 。 结 合 于 EF-TuEF-Ts 和 磷酸 释放 出 来 ， 游 离 的 EF-G 很 快 与 一 个 


复合 物 中 的 EF-Tu 上 的 GTP 取代 ET-Ts 并 释放 EF- eY 
ΓΙ 1 GTP i 结合 :DT =e 

Tu-GTP., EF-Tu-GTP 随后 能 够 结合 一 个 新 的 氮 栈 - = τω $id aed | u 而 H 

tRNA 并 运往 核糖 体 。 南 要 态 一 个 重 日 质 来 完成 GDP 到 GTP 的 


交换 。 延 伸 因 子 EF-Ts 是 EF-Tu 的 GTP 
交换 因 子 (GTP exchange factor) (图 14-36), EF-Tu-GDP 从 核糖 体 释放 出 来 后 ，EF- 
Ts 与 EF-Tu 结合 ， 促 使 GDP 脱落。 随后 ，GTP 结合 于 EF-Tu-EF-Ts 复合 体 ， 导 致 它 
分 解 为 游离 的 EF-Ts 和 EF-Tu-GTP。 最 后 ，EF-Tu-GTP 结合 一 个 负载 的 tRNA， 重新 
形成 EF-Tu-GTP 氨基 酰 -tRNA 复合 体 ， 再 一 次 准备 将 新 的 负载 tRNA 送 至 核糖 体 。 


形成 肽 键 的 一 个 循环 要 消耗 两 个 GTP 分 子 和 一 个 ATP BF 
我 们 以 计算 能 量 消耗 来 结束 对 延伸 过 程 的 讨论 。 有 多 少 三 磷酸 核 苷 酸 分 子 在 每 一 轮 
的 肽 键 形成 中 被 消耗 了 呢 (不 算 氨 基 酸 生物 合成 的 能 量 消耗 和 起 始 与 结束 阶段 的 消耗 )? 


还 记得 一 个 ATP 分 子 被 氨基 酰 tRNA 合成 酶 消耗 ， 形 成 了 连接 氨基 酸 和 tRNA 的 高 能 
杖 基 键 。 这 一 高 能 酰基 键 断裂 (所 释放 的 能 量 ) 驱动 了 产生 肽 键 的 肽 转移 酶 反应 。 第 二 


> 氮 酰 -tRNA 
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PBA IR (GTP) 分 子 在 EF-Tu 将 负载 tRNA 运送 至 核糖 体 的 A 位 点 和 确保 正 
确 的 密码 子 - 反 密码 子 的 识别 过 程 中 被 消耗 ， 最 后 ， 第 三 个 三 磷酸 核 苷 酸 (GTP) 在 
EF-G 介 寻 的 易 位 过 程 中 被 消耗 。 这 样 ， 一 个 肽 键 的 形成 就 消耗 了 细胞 两 个 GTP 分 子 
和 一 个 ATP 分子， 翻译 延伸 过 程 的 每 一 步 消耗 一 个 三 磷酸 核 苷 酸 。 有 趣 的 是 ， 这 三 个 
分 子 中 ， 只 有 一 个 (ΑΤΡ) 是 与 肽 键 的 形成 有 关 。 另 外 两 个 〈GTP) 分 子 的 能 量 用 于 
保证 翻译 的 准确 和 次 序 〈 框 14-4) 。 

在 翻译 延伸 过 程 的 讨论 中 ， 我 们 并 没有 区 分 原核 细胞 和 真 核 细胞 。 虽 然 真 核 细 胞 中 
“j EF-Tu (eEF1) 和 EF-G (eEF2) 相对 应 的 因子 的 名 称 不 同 ， 但 它们 与 原核 细胞 的 
对 应 因子 的 作用 是 非常 相似 的 。 


14-4 4 图 1 1 “比较 结合 a ; GDP P 及 结 Ας GTP P 的 EF-Tu, 8, 7 GDP P 49 EF-Tu; sie a 全 合 GTP p 的 E EF Τα, GIP Pp 结合 


me 色 显 示 。 当 结合 GTP 时 ， 洋 红 结构 域 的 族 转 以 及 松 绿色 和 蓝 色 结构 域 的 改变 导致 强 的 tRNA 结合 位 点 


的 形成 《图 14-35), [来 源 a Polekhina σα εἰ a, 1996, Structure 4， 1141-1151. .  Kjeldgard M. ， et t al. al. 1993, 


ee l, 1 35- 50. 5:14 图 像 使 用 ἢ MolScript, BobSeript # 和 1 Raster 3D D 软件 制作 。 
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释放 因子 在 终止 密码 子 的 作用 下 终止 翻译 


2A FE tRNA 的 结合 、 肽 键 的 形成 和 易 位 的 核糖 体循环 在 3 个 终止 密码 子 其 中 之 一 
进入 A 位 点 时 束 终 止 了 了。 最 初 是 假定 有 一 种 或 几 种 可 识别 这 些 终止 密码 子 的 链 终止 tR- 
ΝΑ, 但是， 事实 并 非 如 此 。 终 止 密码 子 其 实 是 被 称 为 释放 因子 (release factors, RF) 
的 重 日 质 识别 的 ， 这 些 因子 激活 多 肽 链 从 肽 酰 tRNA 中 释放 的 水 解 反 应 。 

有 两 失 释 放 因 子 : 工 类 释放 因子 识别 终止 密码 子 ， 并 催化 多 肽 链 从 P 位 点 的 tRNA 
中 水 解释 放出 来 。 原 核 细胞 有 两 种 工 类 释放 因子 : ΝΕῚ 和 ΕΕΣ. ΝΕῚ 识别 终止 密码 子 
UAG, RF2 识别 终止 密码 子 UGA， 两 者 缘 可 识别 第 三 个 终止 密码 子 UAA。 真 核 细 胞 
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只 有 一 种 能 识别 3 个 终止 密码 的 工 类 释放 因子 : eRF1。 本 类 释放 因子 在 多 肽 链 释 放 后 
刺激 工 类 因子 从 核糖 体 中 解 离开 来 。 原 核 细 胞 和 真 核 细 胞 都 只 有 一 种 开 类 因子 ， 分 别 是 
RF3 和 eRF3, J EF-G. EF-Tu 和 其 他 翻译 因子 一 样 ， 了 [类 释放 因子 也 是 由 GTP 的 结 
合 与 水 解 调节 的 。 


[类 炙 放 因子 的 一 小 段 区 域 识 别 终 止 密码 子 并 催化 多 肽 链 的 杰 放 


释放 因子 是 如 何 识别 终止 密码 子 的 呢 ? 由 于 释放 因子 完全 是 由 蛋白 质 组 成 的 ， 因 此 
对 密码 子 的 识别 必然 通过 和 蛋白质 -RNA 相互 作用 。 将 RF1 和 ΕΕΣ (有 不 同 的 终止 密码 
于 特异 性 ) 的 编码 区 序列 交换 的 遗传 学 实验 查 明 了 释放 因子 的 识别 区 域 是 串联 的 3 个 氨 
基 酸 。RF1 和 RF2 之 间 这 3 个 氨基 酸 的 交换 导致 对 终止 密码 子 识别 特异 性 的 转换 。 因 
此 这 3 个 氨基 酸 序 列 称 为 肽 反 密 码 子 ， 必 定 作 用 于 并 识别 终止 密码 子 。 结 合 REI 的 核 
糖 体 三 维 结构 证 实 了 RH 结合 于 核糖 体 的 A 位 点 (图 14-37a) 。 在 该 结构 中 肽 反 密码 子 
区 束 位 于 反 密 码 子 (原文 为 反 密码 子 ) 附近 ， 但 很 可 能 还 有 其 他 蛋白 区 域 也 对 密码 子 识 
别 有 所 贡献 (图 14-37b) 。 

| 类 释放 因子 中 促使 多 肽 链 释 放 的 区 域 也 被 确认 了 。 所 有 的 工 类 因子 共有 一 段 保守 
的 三 氨基 酸 (GGQ) 序列 ， 这 一 序列 对 多 肽 链 的 释放 是 关键 的 。 而 且 ， 结 合 REI 的 核 
糖 体 结构 也 证 明了 GGQ 位 于 肽 转移 酶 中 心 的 附近 (图 14-37c) 。 目 前 尚 不 清楚 GGQ 是 
直接 参与 了 多 肽 链 从 肽 酰 tRNA 中 水 解 ， 还 是 诱导 了 肽 转移 酶 中 心 的 某 些 变化 ， 使 得 
这 一 中 心 本 身 能 催化 水 解 。 对 肽 酰 转移 酶 中 心 (例如 A2541 或 A2602) 靠近 CCA 未 端 
所 发 现 的 保守 碱 基 的 研究 表明 ， 其 中 几 个 残 基 是 肽 的 水 解 所 必需 的 。 实 际 上 ， 较 之 在 上 肽 
键 形 成 中 的 作用 ， 这 些 碱 基 似 乎 在 肽 的 释放 中 具有 更 重要 的 作用 。 关 于 这 种 差别 的 一 个 
可 能 的 解释 就 是 ， 只 有 邻近 的 RNA 残 基 可 以 摆 放 一 个 小 的 水 分 子 用 于 水 解 ， 但 核糖 体 
上 的 许多 位 点 上 的 残 基 能 够 帮助 摆 放 较 大 的 tRNA 分 子 用 于 催化 。 

总 之 ， 这 些 研 究 提 出 了 以 下 假设 : I 类 释放 因子 是 在 功能 上 模仿 了 tRNA, CAA 
一 个 与 终止 密码 子 作 用 的 肽 反 密 码 子 以 及 能 进入 肽 转移 酶 中 心 的 GGQ KF), RFI 与 
tRNA 的 结构 对 比 揭 示 了 这 一 和 蛋白 怎样 从 功能 上 模拟 了 一 个 tRNA (图 14-38). 。 正 如 
CCA 的 3 端 和 反 密 码 子 环 占据 每 个 tRNA 的 最 末端 那样 ，GGQ 和 肽 “ 反 密 码 子 ” 环 也 
占据 ΚΕΙ 的 最 末端 。 


GDP/GTP 交换 和 GTP 水 解 调控 了 类 释放 因子 的 功能 


一 旦 I RAKAT ΒΗ T Ak tRNA 的 水 解 ， 它 必须 离开 核糖 体 (图 14-39)。 这 
一 步 是 由 开 类 释放 因子 RF3 (或 在 真 核 细 胞 中 eRF3) 来 实现 的 。RF3 是 一 种 GTP 结 
合 重 日 ， 但 与 其 他 参与 翻译 的 GTP 结合 蛋白 不 同 ， 这 一 因子 与 GDP 的 亲和力 大 于 与 
GTP 的 亲和力 。 因 此 ， 游 离 的 RF3 主要 是 以 与 GDP 结合 的 形式 存在 。RF3-GDP 54% 
糖 体 结合 取决 于 工 类 释放 因子 存在 与 否 。 在 I 类 RF 激发 多 肽 释放 后 ， 核 糖 体 和 荆 类 因 
于 的 构象 改变 诱导 RF3 交换 GDP 而 结合 GTP。 也 就 是 说 ， 这 些 因 子 扮演 ΕΕΣ 的 GTP 
SCHR, WER EF-Ts 扮演 EF-Tu 的 GTP 交换 因子 那样 。RF3 与 GTP 的 结合 导致 其 


图 14-37 结合 ΚΕΙ 的 核糖 体 三 维 结构 。a. 本 图 显示 结合 于 核糖 体 A 位 点 的 RF1。b. 这 一 结构 显示 上 肽 
及 密码 子 与 反 密 码 子 非常 接近 。c. KAER, RF] 与 核糖 体 结合 的 结构 中 ，GGQ 基 序 与 P 位 点 tRNA 
的 3 端 和 肽 酰 转移 酶 中 心 十 分 接近 。 CEI: Petry et αἰ. 2005. Cell 123: 1255-1266. © Elsevier. ) 
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图 14-35 RFI 5 tRNA 的 结构 比较 。tRNA 以 深 红 色 表 示 ，RF1 占据 同 
一 位 置 ， 以 灰色 表示 。 (经 同意 ， 由 Petry et αἱ. 2005. Cell 123. 1255- 
1266， 图 3E 重新 绘制 而 成 。© Elsevier. ) 


与 核 糙 体 之 间 的 高 亲和力 相互 作用 的 形成 ， 从 核糖 体 上 并 替换 工 类 分 子 。 这 一 变化 还 使 
得 RF3 与 大 亚 基 的 因子 结合 中 心 相 结合 。 与 参与 翻译 的 其 他 GTP 结合 蛋白 一 样 ， 这 个 
作用 引发 GTP 的 水 解 。 在 与 核糖 体 结合 的 ) 工 类 因子 不 存在 的 情况 下 ，RF3-GDP 与 
核糖 体 的 亲和力 较 弱 而 很 快 从 核糖 体 中 释放 出 来 。 


核糖 体 回收 因子 模仿 tRNA 


在 多 肽 链 和 释放 因子 离开 核糖 体 后 ， 核 糖 体 仍 然 结合 mRNA， 并 留 有 两 个 脱 氨基 
HY tRNA (在 P 位 点 入 位 点 )。 为 了 参与 新 一 轮 的 多 肽 合成 ，tRNA 和 mRNA 必须 离 
开 核糖 体 而 核糖 体 也 必须 分 解 为 大 、 小 亚 基 。 这 几 个 事件 统称 为 核糖 体循环 (ribosome 
recycling) 。 

在 原核 细胞 中 ， 一 种 称 为 核糖 体循环 因子 (ribosome recycling factor, RRF) 的 蛋 
日 质 在 多 肽 释放 后 与 EF-G 和 IF3 共同 作用 来 使 核糖 体循环 (图 14-40). RRF 与 空位 
NA 位 点 结合 ， 并 模仿 tRNA. RRF 也 募集 EFG 到 核糖 体 上 ， 在 那些 模仿 延伸 过 程 
中 EF-G 功能 的 事件 中 ，EF-G 引发 结合 在 P 位 点 和 下 位 点 的 空 载 tRNA 的 释放 。 虽 然 
这 一 释放 过 程 的 详细 机 制 并 不 清楚 ， 但 一 般 认 为 A 位 点 的 RRF 被 EF-G 所 替代 的 方式 
束 像 延伸 过 程 中 A 位 点 的 tRNA 被 EF-G 所 替代 一 样 。 一 旦 tRNA 从 核糖 体 中 脱离 ， 
EF-G-GDP ΕΒΕ 同 mRNA 一 起 也 从 核糖 体 中 释放 出 来 。IF3 (起 始 因 子 ) 也 可 能 参 
与 mRNA 的 释放 ， 而 且 它 对 核糖 体 分 解 为 大 、 小 亚 基 是 必需 的 。 这 些 事件 的 最 后 结 
朱 是 形成 一 个 与 IF3 CIE tRNA 或 mRNA) 结合 的 小 亚 基 和 一 个 游离 的 大 亚 基 。 这 些 
游离 的 核糖 体 就 可 以 参与 新 一 轮 的 翻译 。 


14-39 两 个 释放 因子 催化 多 肽 的 释放 。 

类 释放 因子 (ΚΕΙ) 识别 终止 密码 子 ， 并 

发 多 肽 通过 位 于 肽 酰 转移 酶 中 心 的 GGQ 
ETE. RRA (RF3) RAB IK 
释放 后 与 核糖 体 结合 ， 并 驱使 工 类 释放 因 
TRER. 


8) 14-40 RRF 和 EF-G 联合 激发 tRNA 和 mRNA 
体 中 释放 出 来 。 


从 终止 的 核糖 
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重新 强化 一 下 RRF 是 tRNA 模仿 者 的 观点 ， 事 实 上 RRF 的 三 维 结构 与 tRNA 1Η 
似 。 但 是 其 与 核糖 体 作用 的 方式 与 tRNA “与 核糖 体 ) 作用 的 方式 是 非常 不 同 的 。，RRE 
仅 与 A 位 点 的 大 亚 基 部 分 紧密 结合 。 我 们 可 以 对 循环 因子 和 tRNA 作用 的 进行 如 下 分 
Or: 如 果 核 糖 体循环 因子 完全 模仿 A 位 点 的 tRNA， 那 么 P 位 点 的 tRNA 将 被 EF-G 移 
REMA. FAR, EF-G 和 循环 因子 将 了 位 点 的 tRNA 直接 从 了 位 点 释放 出 来 。 很 有 可 
能 ，EF-G 和 循环 因子 引起 了 核糖 体 结构 的 变化 比 一 般 易 位 过 程 所 发 生 的 要 大 ， 导 致 
mRNA 和 tRNA 同时 释放 出 来 。 

与 起 始 和 延伸 过 程 一 样 ， 翻 译 的 终止 也 是 由 一 系列 有 序 的 、 οκ αμα = 
和 释放 来 介 导 的 。 翻 译 的 这 种 有 序 的 性 质保 证 了 每 一 步骤 都 是 在 前 一 步骤 完成 后 才能 ; 
生 。 例 如 ，EF-Tu 只 有 在 EF-G 完成 易 位 后 才能 护送 tRNA 进入 A 位 点 。 同 样 地 ， 只 
有 在 1 类 释放 因子 识别 了 一 个 终止 密码 子 后 ，RF3 才能 结合 核糖 体 。 翻 译 的 这 一 有 序 
的 方法 也 有 缺陷 : 如 果 其 中 任何 一 步 不 能 完成 ， 那 么 整个 过 程 就 会 终止 。 抗 生 素 就 是 利 
用 了 这 一 致命 的 弱点 而 以 翻译 过 程 作为 目标 CHE 14-5), 
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翻译 的 调控 


15 ΒΛ. 45 BEA AIA ABE TE mRNA 转录 水 平 上 进行 调控 的 ， 但 有 些 情况 下 对 细 
胞 来 说 从 和 蛋 晶 质 合成 水 平 上 来 进行 调控 更 有 效 。 翻 译 调控 较 之 转录 调控 的 优点 之 一 是 能 
够 对 外 界 刺激 迅速 产生 反应 。 蛋 白质 合成 水 平 的 调控 免 去 了 改变 mRNA 转录 水 平 所 需 
的 时 间 (而 且 在 真 核 生物 中 还 除去 包括 mRNA 加 工 及 运输 到 胞 质 的 时 间 )， 因 此 使 蛋白 
水 平 的 改变 更 加 迅速 。 像 其 他 类 型 的 调 挖 那样， 翻译 调 控 主 要 在 起 始 步 又 。 总 体 来 说 ， 
调控 一 个 通路 的 早期 步骤 较 之 起 始 后 再 停止 反应 更 加 有 效 。 对 翻译 来 说 ， 起 始 水 平 的 调 
控 也 排除 产生 那些 改变 了 功能 的 不 完整 蛋白 产物 。 

在 本 部 分 中 ， 我 们 将 首先 描述 细菌 和 真 核 细 胞 翻译 调控 所 使 用 的 一 般 机 制 。 而 后 ， 
我 们 介绍 使 用 这 种 调控 的 一 些 具体 实例 。 


E AMR RNA 在 核糖 体 结合 位 点 附近 结合 下 调 细菌 翻译 的 起 始 


细菌 翻译 起 始 调控 因子 的 首要 目标 就 是 干扰 30S 亚 基 对 RBS 的 识别 。 总 体 来 说 ， 
这 些 抑制 因子 的 作用 机 制 就 是 与 RBS 附近 的 序列 结合 ， 从 物理 上 阻 断 了 RBS 和 165 
rRNA 的 碱 基 配对 (图 14-41a)。 这 些 抑 制 因子 通常 是 RNA 结合 蛋白 ,识别 形成 于 
RBS 附近 的 RNA 结构 。 尽 管 它们 不 直接 与 RBS 结合 ， 但 结合 蛋白 足够 大 从 而 在 空间 


b 
在 ORF1 翻 译 之 前 终止 


在 ORF1 翻 译 之 后 
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图 14-41 通过 抑制 30S 亚 基 的 结合 来 调控 细菌 翻译 起 始 。a. 结合 于 RBS 附近 结 点 的 蛋白 阻止 16S rRNA ΒΕ 
近 RBS。 在 这 种 情况 下 ，mRNA 编码 的 蛋白 结合 于 自身 mRNA 的 RBS, b. mRNA 分 子 内 的 碱 基 配对 能 够 干 
扰 与 16S rRNA 的 碱 基 配 对 。 在 很 多 情况 下 ， 这 种 抑制 由 处 于 同一 操纵 子 内 的 其 他 基因 的 翻译 来 调节 。 如 果 与 
RBS 邻近 区 域 碱 基 配对 的 mRNA 区 域 处 于 某 个 ORF 内 ， 那 么 当 这 个 ORF 翻译 时 ， 起 干扰 作用 的 碱 基 配 对 发 
生 断 裂 ， 使 得 下 一 个 核糖 体能 够 识别 先前 被 掩盖 的 RBS。 
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BHIE 905 亚 基 接 近 RBS。 实 际 上 ， 这 些 抑 制 因 子 不 直接 与 RBS 结合 有 着 重要 意义 ， 因 
为 如 采 那 样 就 会 产生 阻止 细胞 中 大 部 分 蛋白 翻译 的 风险 。 

RNA 分 子 也 可 以 利用 相同 机 制 来 充当 翻译 的 抑制 因子 。 这 种 调控 经 常 发 生 在 mR- 
ΝΑ 与 目 己 的 碱 基 配 对 ， 掩 盖 了 一 个 或 更 多 的 RBS (图 14-41b)。 这 种 掩盖 可 以 抑制 相 
K ORF 的 翻译 ， 直 到 这 种 相互 作用 被 中 断 。 在 很 多 情况 下 ， 中 断 的 发 生 是 操纵 子 翻译 
态 一 个 基因 导致 的 后 果 。 在 这 种 情况 下 ， 与 RBS 邻近 区 域 相互 作用 的 mRNA 区 域 存 在 
于 态 一 个 ORF 中 ， 核 糖 体 的 通过 阻 断 这 种 碱 基 配 对 ， 因 此 使 得 另 一 个 核糖 体 可 以 识别 
未 被 掩盖 的 RBS, 


原核 翻译 调控 ， 核糖 体 蛋 白 是 其 自身 合成 的 翻译 抑制 因子 


现 住 我 们 介绍 一 个 细菌 中 翻译 调控 的 例子 ， 阐 明细 胞 怎样 利用 这 一 机 制 控 制 核糖 体 
生日 基因 的 正确 表达 。 协 调 核糖 体 蛋 白 的 表达 与 rRNA 的 表达 向 细胞 提出 了 一 个 有 趣 
的 调控 问题 。 正 如 我 们 前 面谈 到 的 ， 每 个 核糖 体 都 包含 50 多 种 截然 不 同 的 蛋白 ， 它 们 
应 该 和 与 之 结合 的 rRNA 以 相同 速率 合成 。 此 外 ， 细 胞 合成 蛋白 的 速率 及 其 需要 的 核 
糖 体 数目 与 细胞 的 生长 速率 紧密 相关 。 生 长 环境 的 改变 会 迅速 导致 所 有 核糖 体 组 分 合成 
速率 的 适当 升 高 或 降低 。 而 这 种 协调 调控 是 怎样 完成 的 呢 ? 

核糖 体 和 蛋白 基因 的 协调 调控 通过 组 成 若干 操纵 子 而 得 以 简化 ， 每 个 操纵 子 包括 最 多 
11 个 核糖 体 和 蛋白 基因 (图 14-42) 。 与 其 他 操纵 子 一 样 ， 这 些 基 因 往 是 在 RNA、 合 成 水 
平 进 行 调控 的 〈 第 16 章 ): 然而 ， 最 重要 的 核糖 体 蛋白 合成 调控 是 在 mRNA 翻译 水 平 
进行 的 。 一 个 简单 的 实验 可 以 曾 明 这 个 结论 。 当 把 一 个 核糖 体 蛋 白 操 纵 子 的 多 余 拷 贝 引 


LIRA 7. 
启动 子 


BRAT 


str RAAF 


soar 7 


L14 L24 L5 S14 98 L6 L18 S5 L30 L15 


co 操纵 子 


14-42 E. coli 核糖 体 蛋 白 操纵 子 。 作 为 其 他 蛋白 的 翻译 抑制 因子 的 蛋白 以 红色 阴影 表示 。 启 动 子 以 紫色 
表示 。 每 个 操纵 子 都 按照 编码 的 核糖 体 蛋白 来 标记 〈 比 如 ，L14 是 较 大 核糖 体 蛋 白 14) 。( 征 得 同意 ， 采 自 
Nomura M. et al, 1984, Annu. Rev. Biochem. 53: 75-177. © Annlual Reviews. ) 
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进 细胞 时 ， 其 mRNA 的 数目 相应 增多 ， 但 核糖 体 蛋白 的 合成 几乎 没 变 。 这 样 ， 细 胞 通 
过 减少 mRNA 作为 蛋白 合成 模板 的 使 用 来 协调 平衡 多 余 的 mRNA, 

ῬΟΒΒΊΚΒΕΗ mRNA 翻译 的 严格 调控 是 自我 抑制 的 结果 。 对 于 每 个 核糖 体 蛋 白 操 纵 
于 来 说 ， 一 个 编码 的 核糖 体 蛋 白 〈 或 两 个 编码 的 核糖 体 蛋白 的 复合 体 ) 在 最 接近 5' 基 
因 的 其 中 一 个 翻译 起 始 序列 附近 结合 那 一 操纵 子 的 mRNA。 核 糖 体 蛋白 的 结合 在 空间 
上 抑制 了 核糖 体 小 亚 基 与 附近 RBS 的 结合 ， 因 此 也 就 抑制 了 翻译 的 起 始 。 

a. 游离 TRNA 存在 时 b. 没有 游离 rRNA 存在 时 


eee 
Ss 


核糖 体 ο. 核糖 体 
SA So o 蛋白 2 
没有 可 结合 的 rNRA 时 : 
he et 蛋白 2 结合 于 与 蛋白 1 
νου 翻译 起 始 位 点 重 登 的 
ο ο. 低 亲 和 力 结合 位 点 上 
ο > i 
蛋白 1 的 开放 阅读 框 
与 蛋白 2 的 翻译 起 始 
位 点 发 生 碱 基 配 对 
蛋白 1 和 和 蛋白 2 
促进 rRNA 折 赫 蛋白 1 的 翻译 
成 正确 结构 


图 14-43 核糖 体 蛋白 表达 的 调控 。 在 这 个 例子 中 ， 我 们 介绍 一 个 简化 的 双 蛋 白 核糖 体 蛋 白 基 因 操 
AF. a. 在 没有 结合 的 RNA 存在 的 情况 下 ， 这 个 操纵 子 表达 的 两 个 核糖 体 蛋白 都 与 rRNA 结合 ， 
开 且 协助 核糖 体 的 正确 装配 。 在 这 种 情况 下 ， 核 糖 体 蛋白 2 不 与 邻近 核糖 体 蛋白 1 RBS 的 较 低 亲 
和 力 结合 位 点 结合 。b. 在 没有 rRNA 让 核糖 体 蛋 白 结合 时 ， 核 糖 体 蛋白 2 就 结合 于 邻近 的 核糖 体 
焦 日 1 的 RBS， 从 而 阻 断 这 一 ORF 的 翻译 。 在 没有 翻译 核糖 体 和 蛋白 1 存在 时 ， 与 核糖 体 蛋 白 2 RBS 
邻近 序列 互补 的 序列 就 与 之 发 生 碱 基 配 对 ， 阻 止 30S 亚 基 与 此 位 点 的 结合 。 如 正文 所 述 ， 翻 译 耦 
联 也 可 发 挥 抑制 下 游 ORF 翻译 的 作用 。 


理解 核糖 体 蛋白 的 结合 怎样 阻止 操纵 子 起 始 基因 的 翻译 是 十 分 容易 的 。 但 这 种 结合 是 
皇 梓 影响 下 游 那些 拥有 其 自身 RBS 的 基因 呢 ? 这 种 “ 极 性 ”效应 可 以 通过 多 种 机 制 发 生 。 
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正如 我 们 在 本 章 前 面部 分 所 介绍 的 ， 当 一 个 上 游 基 因 的 终止 密码 子 距离 下 游 基因 的 起 始 密 
但 于 很 近 时 ， 驶 可 能 发 生 耦 联 翻 译 。 这 种 邻近 性 所 产生 的 情况 是 下 游 基因 的 翻译 需要 上 游 
基因 的 翻 幸 才 能 得 以 完成 。 第 二 种 机 制 则 是 利用 mRNA 折 生 成 一 定 的 结构 。 核 糖 体 蛋白 
操纵 子 mRNA 通常 折 生 成 这 样 的 结构 ， 即 只 有 当 mRNA 的 前 端 基因 被 翻译 ， 才 允许 识别 
内 部 的 RBS。 例 如 ， 假定 mRNA 第 一 个 基因 编码 区 的 一 个 区 域 与 第 二 个 基因 的 RBS 附近 
的 一 个 位 点 发 生 碱 基 配对 。 在 这 种 情况 下 ， 只 有 当 抑 制 性 的 碱 基 配 对 因 核 糖 体 住 第 一 个 基 
因 的 编码 区 进行 翻译 而 中 断 之 后 ，16SrRNA 才 识 别 第 二 个 基因 的 RBS (图 14-43)， 

核糖 体 蛋 白 的 表达 怎样 与 细胞 中 rRNA 的 数量 相 耦 联 呢 ? 在 每 种 情况 下 ， 与 mR- 
ΝΑ 结合 的 调控 性 核糖 体 蛋 白 同时 也 识别 位 于 适当 rRNA 上 的 一 个 结合 力 很 强 的 位 点 。 
右 这 一 结合 位 点 没有 被 占据 ， 核 糖 体 蛋 白 会 首先 结合 这 个 位 点 。 另 一 方面 ， 若 所 有 的 
rRNA 结合 位 点 都 被 占据 了 ， 那 么 调节 蛋白 就 结合 到 第 二 个 即位 于 其 自身 mRNA 上 的 
较 弱 的 结合 位 点 。 因 此 ， 只 有 当 核 糖 体 蛋白 多 于 其 目标 rRNA 时 ， 它 才 与 自身 mRNA 
结合 。 这 一 简单 的 竞争 性 结合 事 作 确 保 只 有 当 调 挖 性 核糖 体 蛋 白 数 量 过 剩 时 核糖 体 蛋 白 
的 合成 才 被 抑制 。 

ἌΛΛΗ» 在 很 多 情况 下 ， 调 控 性 核糖 体 和 蛋白 的 两 个 结合 位 点 是 彼此 相关 的 。 在 核 
RAE A S8 的 情况 中 ， 这 两 个 位 点 具有 相当 大 的 相似 性 (图 14-44). 。mRNA 上 结合 位 
扩 的 序列 清晰 地 揭示 了 S8 蛋白 抑制 翻译 的 机 制 。mRNA 上 的 结合 位 点 包括 起 始 AUG. 


a 16S 核 糖 体 RNA 
上 的 S8 结 合 位 点 


b S8 和 掉 白 信使 RNA 
上 的 翻译 起 始 区 


14-44 ”核糖 体 蛋白 S8 与 16S rRNA 及 其 自身 mRNA 结合 。 此 图 为 核糖 体 蛋 白 
S8 (H spc 操纵 子 编码 ; 图 14-43) 与 核糖 体 中 16S rRNA 结合 的 区 域 和 其 自身 
mRNA 的 翻译 起 始 位 点 的 对 比 。 相 似 序 列 用 深 绿 色 表 示 。 虚 线 框 中 表示 的 是 
16S rRNA 被 S8 蛋白 保护 的 的 区 域 。 (来 源 : from Cerretti D. P. etal. 1988, 
J. Mol. Biol. 204: 309-329. © Elsevier. ) 
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因此 ， 被 过 量 的 S8 EA CEABI) 结合 的 mRNA 不 能 结合 核糖 体 而 起 始 翻译 。 这 两 
个 结合 位 点 的 不 同 解 释 了 为 何 与 rRNA 结合 会 较 之 与 mRNA 结合 更 紧密 。 因 此 ， 只 有 
满足 了 核糖 体 装 配对 58 蛋白 的 需求 后 翻译 才 被 抑制 。 

这 种 翻译 调控 的 策略 并 不 局 限于 核糖 体 蛋 白 。 其 他 RNA 结合 蛋白 通过 结合 自身 
mRNA 来 调节 其 自 喘 的 表达 ， 包 括 一 些 氨 酰 -t+RNA 合成 酶 。 此 外 ， 也 有 一 些 例子 ， 
mRNA 根据 细胞 环境 〈 例 如， 温度 或 代谢 水 平 ， 详 见 第 18 章 ) 折 释 成 不 同 的 结构 或 促 
进 翻译 ， 或 抑制 翻译 。 


真 核 翻译 总 体 调节 因子 以 mRNA 识别 及 起 始 tRNA 核糖 体 结合 所 需 的 主要 
At WAR 


在 营养 物质 不 足 或 其 他 细胞 应 激情 况 下 ， 对 于 真 核 细 胞 来 说 从 总 体 上 降低 翻译 水 平 
通常 是 十 分 有 用 的 。 在 这 些 情 况 下 ， 真 核 翻译 起 始 的 两 个 早期 步骤 成 为 抑制 的 误 标 : 
mRNA 的 识别 以 及 起 始 tRNA 与 40S 亚 基 的 结合 。 前 面 说 过 ， 在 真 核 翻译 起 始 中 ， 这 
两 个 事件 彼此 独立 地 发 生 ， 但 抑制 任何 一 个 步骤 均 会 抑制 新 蛋白 的 合成 。 在 两 种 情况 
下 ， 抑 制 的 机 制 都 是 由 磷酸 化 控制 的 。 

一 个 第 见 的 抑制 机 制 是 由 eIF2 的 磷酸 化 介 导 的 。 前 面 讲 过 ，eIF2 结合 于 GTP 是 
将 起 始 tRNA 运输 到 真 核 核糖 体 40S WEN P 位 点 所 必需 的 。 很 多 使 eIF2 的 αγ 
酸化 的 重 日 激酶 已 经 被 鉴定 出 来 。 这 一 亚 基 的 磷酸 化 抑制 了 eIF2 的 一 个 叫做 eIF2B 的 
GTP 交换 因子 的 作用 ,导致 eIF2-GTP 水 平 的 降低 。 与 EF-Ts 对 EF-Tu-GDP 的 作用 相 
似 ，eIF2B 激活 eIF2-GDP 以 释放 结合 的 GDP 并 与 GTP 结合 。 因 为 eIF2 与 GTP 的 结 
合 是 护送 起 始 tRNA 到 40S 亚 基 所 必需 的 ， 所 以 eIF2-GTP 水 平 的 降低 限制 了 翻译 的 起 
始 。 已 知 的 eIF2 a 激酶 可 被 众多 不 同 的 胞 内 环境 所 激活 ， 包 括 氨 基 酸 缺乏 ( 见 下 )、 病 
毒 感染 及 温度 升 高 。 

太一 种 常见 的 翻译 抑制 机 制 以 5 帽 结合 蛋白 eIF4E 为 靶 标 。 前 面 讲 过 ， 在 与 5' 帽 
结合 之 后 ，elIF4E 结合 eIF4G。eIF4G 中 识别 eIF4E 的 短 结构 域 在 一 个 叫做 eIF4E 结合 
RAI 4E-BPs 的 蛋白 家 族 中 也 有 发 现 。 这 些 蛋 白 与 eIF4G 竞争 结合 eIF4E 并 因此 充当 
翻译 的 一 般 抑制 因子 〈 图 14-45) 。 与 eIF2 类 似 ，4E-BPs 也 受 磷酸 化 的 调控 。 在 其 非 磷 
酸化 状态 下 ，4E-BPs 与 eIF4E 紧密 结合 ， 抑 制 翻译 的 进行 。 相 反 ，4E-BPs 的 磷酸 化 抑 
制 其 与 eIF4E 的 结合 (图 14-49). 

4E-BP 的 磷酸 化 由 一 个 称 为 mTOr 的 关键 的 胞 内 蛋白 激酶 所 介 导 。 激 活 细 胞 分 裂 
的 生长 因子 、 激 素 以 及 其 他 因子 激活 这 种 激酶 ， 从 而 提高 细胞 的 整体 翻译 水 平 。 这 些 观 
察 引发 分 裂 一 个 假设 ， 即 翻译 水 平 的 调控 与 细胞 的 增殖 是 精确 协调 的 。 实 际 上 ，eIF4E 
的 过 表达 可 以 导致 细胞 的 癌 性 转化 ， 并 且 mTor 的 抑制 因子 〈 如 雷 帕 霉 素 ) 是 十 分 有 效 
的 化 疗 试剂 。 尽 管 我 们 是 在 翻译 的 总 体 调 控 的 范畴 中 介绍 的 这 些 调控 机 制 ， 但 这 两 种 机 
制 也 都 用 于 细胞 中 特定 mRNA 的 翻译 调控 ， 这 将 在 下 面 叙述 。 


通过 对 mRNA 特异 的 4E-BPs 进行 的 翻译 空间 调控 
除了 翻译 的 总 体 调 控 ， 与 eIF4E 结合 也 用 来 调控 特定 mRNA 的 翻译 。 例 如 ， 黑 腹 
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BE FB AL AK4E-BP 


生长 因子 激活 mTor 激 酶 ， 
不 能 结合 eIF4E 


它 可 使 4E-BP 发 生 磷 酸化 


elF4E | 


图 14-45 ” 真 核 翻 译 起 始 总 体 上 受到 eIF4E 结合 蛋白 (4E-BPs) 的 调控 。4E-BPs 与 eIF4G 竞争 结合 帽 结合 蛋 
日 eIF4E。 这 阻 断 了 eIF4A 介 导 的 mRNA 5 端的 解 旋 及 依赖 的 eIF4G 43S 前 起 始 复合 物 的 募集 。4E_BPs 与 
elF4E 的 结合 受 磷酸 化 的 调控 。mTOr 激酶 磷酸 化 4E-BPs 的 eIF4E 结合 区 ， 使 其 再 也 不 能 识别 eIF4E。 这 
样 ， 通 过 抑制 4E-BPs 的 作用 ，mTOr 激酶 上 调 细 胞 的 翻译 活性 。 


标量 卵 母 细胞 及 发 育 胚胎 的 前 后 轴 的 正确 建立 需要 很 多 蛋白 正确 定位 在 一 个 共有 的 大 细 
胞 质 中 《〈 见 第 19 章 对 此 事件 的 完整 描述 ) 。 在 有 些 情况 下 ， 这 些 关 键 调控 蛋白 的 空间 限 
市 性 翻译 在 控制 其 定位 方面 发 挥 着 主要 作用 ， 

Oskar 和 焦 日 在 受精 之 前 精确 定位 于 卵 母 细 胞 的 后 部 区 域 。 尽 管 如 此 ，Oskar mRNA 
征 由 与 母 采 蝇 卵 梨 结 合 的 滋养 细胞 合成 的 ， 并 在 受精 前 定位 于 卵 母 细胞 的 前 部 区 域 。 随 
Ja, Oskar mRNA 被 运输 至 卵 母 细胞 的 后 部 。 细 胞 为 了 使 Oskar 蛋白 的 表达 局 限 在 卵 
母 细胞 后 部 ，Oskar mRNA 在 从 卵 母 细胞 的 前 部 转移 到 后 部 时 不 被 翻译 是 十 分 必要 的 ， 

一 个 称 之 为 Cup 的 4E-BP 的 作用 对 特异 性 限制 Oskar mRNA 的 翻译 非常 关键 (图 
14-46). OskarmRNA Æ 3 非 翻 译 区 包含 若干 序列 ， 与 一 个 叫做 Bruno ΠΕ Η 1 Η:2Η 
Ώο ΠΠ Bruno 可 与 Cup 结合 ， 并 募集 这 一 4E-BP 结合 到 Oskar mRNA E, 当 定 位 于 
Oskar mRNA 后 ，Cup 竞争 过 eIF4G 而 结合 到 eIF4E， 因 此 抑制 了 mRNA 的 翻译 。 
Cup 并 没有 足够 多 的 数量 像 上 述 总 体 调 控 的 4E-BP 那样 作用 于 所 有 的 翻译 。 尽 管 如 此 ， 
当 定 位 于 某 一 mRNA 后 ，Cup 即 成 为 一 个 非常 有 效 的 翻译 抑制 因子 。 这 一 机 制 并 不 局 
PR Oskar 蛋白 。 果 蝇 中 的 Nanos 蛋白 也 是 通过 将 Cup 募集 于 其 mRNA 来 调控 的 。 与 
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此 相似 ， 一 个 叫做 CPEB 的 mRNA 结合 蛋白 将 一 种 称 为 Maskin 的 4E-BP 募集 至 许多 
企 朋 椎 动物 卵 母 细胞 发 育 中 翻译 被 抑制 了 的 mRNA E. 


AUG 


Bruno 应 答 元 件 


4E-BP 
结构 域 


Cup 和 蛋白 的 4E-BP 结 构 域 
结合 于 elIF4E 


ee 


eIF4G 被 阻止 与 eIF4E 结 合 ， 
Oskar 和 蛋白 的 mRNA 也 不 能 
得 以 翻译 


14-46 elF4E 结合 蛋白 Cup 特异 性 抑制 Oskar mRNA 的 翻译 。 当 Oskar mRNA 从 果 蝇 卵 母 细 
胞 前 部 运输 至 后 部 的 过 程 中 ，Oskar mRNA 不 被 翻译 是 十 分 关键 的 。Oskar 翻译 的 抑制 由 两 个 蛋 
日 介 导 。RNA 结合 蛋白 Bruno 结合 于 多 个 位 于 Oskar mRNA 3 非 翻 译 区 的 序列 ， 它 们 称 为 Bru- 
no 应 答 元 件 (Bruno response elements, BREs). 随后 Bruno 募集 4E-BP Cup 到 mRNA. “6 SE (W 
F mRNA 后 ，Cup 马上 与 elF4G 竞争 结合 eI[F4E， 抑 制 这 一 mRNA 的 翻译 。 


一 个 铁 离 子 调控 的 RNA 结合 蛋白 控制 转 铁 蛋白 的 翻译 


再 六 人 体内 铁 离子 水 平 十 分 关键 。 许 多 蛋白 利用 铁 离子 作为 辅助 因子 ， 包 括 血红 蛋 
日 和 肌 红 和 蛋白 等 氧 转运 蛋白 以 及 诸多 参与 氧化 磷酸 化 的 蛋白 。 与 铁 离子 在 氧气 运输 和 能 
量 生 成 中 的 重要 作用 相 一致 ， 人 体 中 铁 的 缺乏 (或 称 为 贫血 ) 会 造成 一 种 整体 的 虚弱 
感 。 而 另 一 方面 ， 过 量 的 铁 对 细胞 有 毒害 ， 并 且 可 以 导致 肝 损伤 、 心 豪 和 糖尿 病 。 因 
此 ， 正确 调 节 人 体 中 铁 离 子 水 平 是 十 分 关键 的 。 

饶 离 子 结合 蛋白 转 铁 蛋白 是 人 体 中 调节 铁 离子 水 平 的 主要 调节 因子 。 转 铁 蛋 白 以 一 
种 受 控 的 方式 贮存 并 释放 铁 离 子 ， 从 而 保持 体内 铁 含量 的 稳定 。 因 此 ， 转 铁 蛋 白 的 水 平 
迅速 应 答 于 体内 游离 铁 的 水 平 很 关键 。 对 游离 铁 的 水 平 变 化 作出 迅速 反应 的 要 求 使 转 铁 
集 日 表达 的 调节 发 生 在 蛋白 合成 水 平 。 

转 铁 蛋白 的 翻译 受 一 些 称 作 铁 离子 调控 蛋白 Gron regulated proteins, IRP) 的 铁 
离子 结合 蛋白 的 调控 。 这 些 蛋 白 也 是 RNA 结合 蛋白 ， 它 们 识别 转 铁 蛋白 mRNA 的 5 
闪 形 成 的 一 个 叫做 铁 离 子 调 挖 元件 〈iron regulatory element, IRE, K] 14-47) 的 特异 
发卡 结构 。 重 要 的 是 ， 这 些 蛋白 识别 IRE 的 能 力 受 到 细胞 中 铁 离子 水 平 的 调控 。 在 铁 


离子 缺乏 的 细胞 中 ， 铁 离子 的 浓度 太 低 而 不 能 与 IRP 结合 。 在 缺乏 结合 的 铁 离 子 的 情 
多 下 ， 这 些 重 日 与 IRE 紧密 结合 ， 抑 制 eIF4A/B RF IRE 发 卡 结构 的 能 力 。 发 卡 结构 
的 持续 存在 会 在 空间 上 成 为 43S 复合 体 结合 mRNA 的 阻碍 。 与 此 相反 ， 当 细胞 中 游离 
铁 的 浓度 升 高 时 ，IRP 成 为 铁 离子 结合 态 。 而 结合 了 铁 离子 后 ，IRP 即 失 去 其 与 IRE 
结合 的 能 力 并 因此 抑制 翻译 。 总 体 来 说 ， 转 铁 和 蛋白 mRNA 的 翻译 水 平 受到 IRP 与 游离 
铁 离子 杀 和 力 及 其 对 IRP 结合 于 IRE 的 影响 的 严格 调控 。 


IRP 结 合 于 IRE, 阻 断 了 
eIlF4F/B 的 功能 


IRP 不 能 与 IRE 结 合 ， 
翻译 起 始 正 常 
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图 14-47 ” 铁 离子 对 转 铁 蛋 白 的 翻译 调控 。 转 铁 蛋 白 基因 5 非 翻 译 区 包含 一 个 叫做 铁 离子 调控 元 件 ΚΕ) 的 
茎 - 环 结构 。 当 不 与 Fe 结合 时 ， 铁 调控 蛋白 ὯΚΡ) 就 紧密 结合 于 这 一 位 点 。 通 过 稳定 IRE 的 葵 - 环 结构 ， 
IRP 阻止 eIF4A 从 转 铁 和 蛋白 mRNA 末端 清除 这 一 结构 。 在 这 种 情况 下 ，43S 前 起 始 复合 体 与 mRNA 的 结合 就 
不 能 发 生 ， 转 铁 和 蛋白 基因 也 不 被 翻译 。 当 铁 离子 水 平 升 高 并 且 需 要 转 铁 蛋 白 时 ，IRP 就 与 Fez+ 结合 ， 这 就 抑 
制 了 IRP 与 IRE 的 结合 能 力 ， 也 因此 使 转 铁 蛋白 得 以 翻译 。 


酵母 转录 激活 因子 Gcn4 的 翻译 受到 上 游 短 ORF 及 三 元 复合 物 丰 度 的 调控 


Gcn4 是 一 个 酵母 转录 激活 因子 ， 调 控 多 种 指导 氨基 酸 生 物 合成 的 酶 基因 的 表达 。 
尽管 Gcn4 是 一 个 转录 激活 因子 ,但 其 本 身 的 调控 却 在 翻译 水 平 进行 。 在 氨基 酸 水 平 低 
时 ，Gcn4 mRNA 得 以 翻译 (所 以 生物 合成 的 酶 也 得 以 表达 )。 但 当 和 氨基 酸 水 平 高 时 ， 
Gcn4 mRNA 不 币 翻 幸 。 这 样 的 调控 是 怎样 做 到 的 呢 ? 

与 典型 的 真 核 mRNA 结构 不 同 ， 编 码 Gcn4 蛋白 的 mRNA 在 Gcn4 编码 序列 上 游 
有 四 个 小 的 开放 阅读 框 CRRA uORF)。 其 中 最 上 游 短 ORF (uORF1) 可 被 从 mRNAS' 
闻 扫 擂 的 核糖 体高 效 识别 .。 一旦 核糖 体 翻译 了 uORF1， 这 一 ORF 的 独 有 特性 使 得 50% 
的 核糖 体 小 亚 基 仍然 结合 于 RNA， 并 旦 重新 开始 扫描 下 游 以 寻找 起 始 密码 子 (AUG) 
(图 14-48). 

究竟 哪个 下 游 AUG 被 正在 进行 扫描 的 小 亚 基 所 识别 ， 这 受到 进行 扫描 的 小 亚 基 何 
时 结合 于 市 有 一 个 起 始 tRNA 的 eIF2 复合 物 的 调控 。 前 面 讲 过 ,在 P 位 点 没有 起 始 
tRNA 存在 的 情况 下 ，40S 亚 基 就 不 能 识别 mRNA 上 的 AUG 序列 。 因 此 ， 在 开始 下 游 
的 任何 一 个 ORF 的 翻译 之 前 ， 进 行 扫描 的 405 亚 基 必须 结合 eIF2。 Met-tRNAM* (下 
面 称 为 TC， 即 ternary complex 三 元 复合 物 ) 。 
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当 氨 基 酸 含量 足够 时 ，TC 在 核糖 体 翻 译 uORF1 完成 后 不 久 就 与 正在 进行 扫描 的 
核糖 体重 新 结合 (图 14-18a)。 一 旦 与 TC 重新 结合 ， 核 糖 体 小 亚 基 就 可 以 识别 一 个 
AUGC， 在 其 他 某 一 个 uORF (2，3 或 4) 上 重新 起 始 翻译 。 与 uORF1 的 情形 不 同 ， 在 
MEXE uORF 之 后 ， 核 糖 体 从 mRNA 上 完全 解 离 下 来 ， 失 去 翻译 Gcn4 ORF 的 能 


力 。 因 此 ， 不 产生 Gent 和 蛋白。 
a 非 氨 基 酸 缺乏 环境 60S 亚 单位 


uORF 1 uORF4 GCN4 


b 氨基 酸 缺 乏 环境 
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14-48 ”应 答 于 氨基 酸 缺 乏 的 Gens 翻译 调控 。 如 正文 中 详细 介绍 的 ， 编 码 酵母 转录 激活 因子 Gcn4 的 ORF 
上 洲 有 4 个 叫做 uORF 的 短 ORF (此 处 只 显示 uORF1 和 uORF4)。 第 一 个 上 游 ORF 首先 翻译 ， 内 于 这 一 
ORF 的 特殊 性 质 ， 大 约 50% 的 40S 亚 基 在 翻译 终止 之 后 仍然 结合 于 mRNA 上， 继续 扫 描 Gcn4 mRNA, a. 当 
氨基 酸 含 量 丰 定时 ，elIF2B 激活 eIF2 使 其 迅速 将 GTP 转换 成 GDP, 这 使 得 eIF2-GTP-Met-tRNA 5 40S 亚 
基 还 速 结 合并 具备 识别 另外 三 个 ORF 其 中 之 一 的 能 力 。 这 些 ΟΕΕ 中 任何 一 个 的 翻译 都 将 导致 翻译 的 完全 终 
Ik. b. 在 氨基 酸 缺 乏 时 ， 由 eIF2-a 激酶 Gcn2 介 导 的 elF2 磷酸 化 降低 eIF2B 激活 GTP 结合 于 eIF2 的 能 力 。 
elF2-GTP 水 平 的 降低 导致 eI[F2-GTP-Met-tRNA?*。 与 40S 亚 基 的 结合 变 慢 。 起 始 tRNA 结合 速率 的 降低 增 
加 了 进行 扫描 的 核糖 体 在 能 够 识别 AUG 前 通过 其 余 uORF 的 可 能 性 ， 因 此 对 Gen4 的 翻译 有 利 。 (经 得 同意 
Ja, Xf Hinnebusch A. G. et al. 1997. J, Biol. Cell. 272: 21661-21664 的 图 1 进行 了 修改 © American 
Society for Biochemistry & Molecular Biology. ) 
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在 氨基 酸 缺 乏 的 情况 下 ， 几 个 事件 的 综合 效应 降低 了 TC 与 405 亚 基 结合 的 速率 。 
有 限 的 氨基 酸 导 致 空 载 tRNA 的 增多 ， 这 反 过 来 激活 一 个 叫做 Gcn2 的 eIF2 α 激酶 。 正 
如 在 eIF2 a 激酶 介 导 的 翻译 总 体 调控 中 所 介绍 的 ， 当 Gcn2 磷酸 化 eIF2 之 后 ， 其 与 
GTP 结合 的 能 力 降低 。 由 于 eIF2 只 有 在 GTP 存在 的 情况 下 才 与 MettRNAM 结合 ， 这 
导致 胞 内 TS 数量 减少 并 降低 ΤΟ 结合 40S 亚 基 的 速率 (图 14-48b) 。 结 合 速率 的 降低 意味 
13 405 亚 基 在 缺乏 发 现 AUG 的 能 力 的 情况 下 ， 沿 mRNA 序列 进行 更 远 距 离 的 扫描 。 如 果 
核糖 体 在 与 eIF2-tRNAM“ 重 新 结合 之 前 过 了 uORF2-4 的 AUG， 那 么 这 些 ORF 就 不 会 被 翻 
PE, uORF2-4 的 起 始 密码 子 与 uORF1 的 起 始 密码 子 比 较 接 近 ， 而 Gcn4 ORF 的 起 始 密码 
子 却 处 于 下 游 较 远 的 地 方 。 这 一 额外 的 距离 为 TC 在 小 亚 基础 到 ORF 之 前 与 之 结合 提供 
了 更 多 的 时 间 ， 从 而 增加 了 核糖 体 对 其 进行 翻译 的 机 会 。 实 际 上 ， 删 除 位 于 uORFs 和 
Gcn4 起 始 密码 子 之 间 的 间隔 RNA 导致 Gcn4 蛋白 表达 的 减少 。 因 此 ， 当 有 限 的 TC 存在 
时 ，Gcn4 得 到 翻译 ， 并 能 够 开启 能 在 细胞 中 合成 更 多 氨基 酸 的 基因 。 


依赖 翻译 的 MRNA 和 和 蛋白质 的 稳定 性 调节 


mRNA 会 以 一 定 的 频率 出 现 突变 和 损伤 。 这 样 的 缺陷 mRNA 可 能 由 转录 错误 造 
成 ， 也 可 能 由 其 合成 后 的 损伤 造成 。 例 如 ， 由 于 mRNA 是 单 链 的 ， 因 此 更 易于 断裂 。 
这 样 的 缺陷 mRNA 可 能 产生 不 完整 和 不 正确 的 和 蛋白质， 它们 可 能 给 细胞 带 来 负面 作用 。 
菏 些 情况 下 ， 如 发 生 只 改变 一 个 氨基 酸 的 点 突变 ， 是 很 难 消除 突变 的 mRNA 或 其 蛋白 
质 产物 的 。 但 在 下 面 描述 的 其 他 情况 下 ， 翻 译 过 程 可 以 识别 缺陷 的 mRNA， 并 予以 去 
队 或 将 其 重 日 质 产物 去 除 。 


SsrA RNA 援救 翻译 缺陷 mRNA 的 核糖 体 


正常 情况 下 ， 一 个 终止 密码 子 对 mRNA 从 核糖 体 中 的 脱离 是 必需 的 。 那 么 ， 对 在 
适当 的 可 读 框 中 缺失 了 终止 密码 子 的 mRNA 上 进行 翻译 的 核糖 体 ， 将 怎么 办 呢 ? 这 样 
的 mRNA 可 能 由 不 完全 转录 或 核酸 酶 的 作用 而 产生 。 这 一 类 型 的 mRNA 的 翻译 可 以 正 
党 启动 和 延伸 ， 直 至 达到 mRNA 的 3 端 。 这 时 ， 核 糖 体 不 能 再 移动 了 。 此 处 也 没有 与 
须 基 酰 tRNA 或 释放 因子 相 结合 的 密码 子 。 如 果 没 有 一 定 的 机 制 使 核糖 体 脱 离 这 些 缺 陷 
mRNA， 那 么 很 多 核糖 体 将 永久 地 受 困 ， 不 能 参与 多 肽 的 合成 。 在 原核 细胞 ， 这 样 的 
核糖 体 是 由 一 种 般 合 的 RNA 分 子 解救 的 ， 这 种 RNA 分 子 部 分 是 tRNA， 部 分 是 mR- 
NA， 称 为 tmRNA, 

SsrA RNA 是 一 个 由 457 个 核 苷 酸 组 成 的 tmRNA， 其 3 端的 区 域 与 RNA^ 么 非常 
相似 (图 14-49) 。 这 一 相似 性 使 得 SsrA RNA 可 以 负载 Ala 并 结合 EF-Tu-GTP。 当 一 
个 核糖 体 停止 于 mRNA 的 3' 端 时 ，SsrA^ 和 *-EF-Tu-GTP 结合 于 核糖 体 的 A 位 点 并 参与 
肽 转移 酶 反应 ， 就 如 其 他 的 tRNA 一 样 。 肽 酰 SsrA RNA 的 易 位 导致 缺陷 的 mRNA 从 
核糖 体 中 释放 出 来 。 值 得 注意 的 是 ，SsrA RNA 的 易 位 也 导致 这 一 RNA 的 一 部 分 进入 
核糖 体 的 mRNA 结合 隧道 。SsrA ΕΝΑ 的 这 一 部 分 将 不 完全 的 mRNA 的 可 读 框 延伸 了 
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10 个 密码 子 ， 并 在 其 后 紧 跟着 一 个 终止 密码 子 。 


SsrA RNA 结合 的 最 终结 果 是 ， 
当 缺 陷 mRNA 从 核糖 体 中 释放 出 来 
时 ， 不 完整 的 多 肽 的 碳 基 端 融合 了 一 
个 10 个 氨基 酸 的 “标签 ”， 而 核糖 体 
重新 进入 翻译 的 循环 过 程 中 。 有 趣 的 
FE, XP 10 个 氨基 酸 的 “标签 ”被 细 
胞 的 重 日 水解 酶 识别 ， 和 蛋白 水 解 酶 很 
快 地 将 这 一 标签 以 及 它 附 着 的 多 肽 降 
解 。 这 样 ， 缺 陷 mRNA 的 多 肽 产物 很 
快 就 被 清除 ， 从 而 防止 了 其 对 细胞 可 
能 市 来 的 伤害 。 

SsrA RNA 为 什么 只 能 与 不 变 的 
核糖 体 结 合 呢 ? 这 是 因为 它 的 巨大 体 
积 〈 它 比 标准 的 tRNA 大 4 倍 以 上 )， 
在 正常 的 延伸 过 程 中 它 不 能 结合 于 A 
位 点 。 相 反 ， 当 mRNA 的 3 端 缺 失 
AY, A 位 点 就 有 更 大 的 体积 来 容纳 较 
大 的 RNA (图 14-49)。 因 此 ， 只 有 核 
糖 体 停止 于 mRNA 的 3' 端 才能 为 SsrA 
RNA 提供 潜在 的 结合 位 点 。 


真 核 细胞 降解 不 完整 的 或 终止 密 
码 子 提前 的 mRNA 


真 核 细 胞 的 翻译 与 mRNA 的 误 
减 过 程 紧密 相连 (图 14-50a) 。 这 一 
连锁 是 由 两 种 监控 被 翻译 的 mRNA 
的 完整 性 的 机 制 来 实现 的 。 例 如 ， 当 
一 个 mRNA 分 子 含 有 提前 的 终止 密码 
子 时 〈 称 为 无 义 密 码 子 ， 见 第 15 章 )， 
这 一 mRNA 很 快 地 被 降解 ， 这 一 过 程 
称 为 无 义 密码 子 介 导 的 mRNA 衰减 
(nonsense mediated mRNA decay, EI 
14-50b)。 哺 乳 动 物 细 胞 中 ， 对 含有 
提前 的 终止 密码 子 的 mRNA 的 识别 
依赖 于 聚集 在 mRNA 的 可 读 框 内 的 
BARA. Hop RFAA AH EB 
合体 是 作为 剪接 的 结果 聚合 在 mRNA 


3' 端 断裂 的 mRNA 


5 


οφ 


à mRNA 可 读 
> 框 继续 易 位 


被 细胞 内 和 蛋白酶 降解 


14-49 tmRNA SsrA 援救 停滞 于 未 成 熟 而 终止 的 mRNA 上 的 
核糖 体 。SsrA 模仿 tRNA， 但 只 能 结合 停滞 于 mRNA 3 端的 核 
糖 体 。 一 旦 结合 ，SsrA 的 一 部 分 序列 作为 一 个 新 的 “mRNA” 
THE. 
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14-50 ” 真 核 细胞 的 无 终止 密码 子 或 终止 密码 子 提 前 的 mRNA 是 降解 的 靶 标 。a。 E% mRNA 的 翻译 ( 核 
ΒΗ) 移动 取代 了 所 有 的 外 显 子 界面 复合 体 。b， 无 义 密码 子 介 导 的 衰减 。 终 止 密码 子 提前 的 mRNA MA 
FE: CBE) 移动 不 能 取代 一 个 或 多 个 外 显 子 界面 复合 体 ， 导 致 Upfl、Upf2 和 Upf3 结合 到 核糖 体 ， 一 日 
与 核糖 体 结合 ， 这 些 蛋 白质 激活 一 种 脱 帽 酶 ， 将 mRNA 的 5' 帆 去除。 没有 5' 帽 的 mRNA 很 快 被 5 一 >3/ 核 酸 
外 切 酶 降解 。 该 酶 由 于 5 帽 的 存在 无 法 降解 MRNA, c. 无 终止 密码 子 介 导 的 训 减 。 在 终止 密码 子 缺 失 的 情 
MUP, ZR A 尾 得 到 翻译 。 含 有 Ski? 和 3 -~5 核酸 外 切 酶 的 复合 体 结合 于 停滞 在 多 聚 A 尾 3' 端 的 核糖 体 。 
导致 核糖 体 从 mRNA 上 释放 以 及 mRNA 的 降解 。 同 SsrA 介 导 的 无 终止 密码 子 衰减 一 样 ， 由 多 聚 A 尾 翻 译 
{94088 A «Μπ 42 Βέ lys 是 蛋白 质 降解 的 靶子 。 
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上 的 ， 并 正好 坐落 于 每 一 外 显 子 -外 显 子 结合 处 的 上 游 (第 13 章 )。 一 般 来 讲 ， 当 第 一 
个 核糖 体 翻 译 某 个 mRNA 时 ， 这 些 复合 体 在 mRNA 进入 核糖 体 的 解码 中 心 时 被 置换 出 
来 。 但 是 ， 如 果 mRNA 存在 一 个 提前 的 终止 密码 子 〈 源 于 基因 的 突变 或 转录 与 前 接 过 
程 中 的 错误 )， 那 么 核糖 体 就 在 这 些 复 合体 被 置换 之 前 ， 从 mRNA 上 脱离 出 来 。 在 这 些 
情况 下 ， 复 合体 作用 于 提前 终止 的 核糖 体 ， 这 样 就 激活 一 种 去 除 mRNA5' 端 帽 结构 的 
Ae. FA mRNA 通常 就 是 受 5 端 帽 结构 保护 来 防止 降解 的 ， 因 而 帽 结构 的 去 除 就 导致 
mRNA 很 快 地 被 5 一 3 核酸 外 切 酶 所 降解 。 

为 一 种 机 制 探 救 翻译 缺乏 终止 密码 子 的 mRNA 的 核糖 体 ， 称 为 无 终止 密码 子 介 导 
的 mRNA 衰减 (nonstop mediated decay, K] 14-50c). 与 原核 细胞 不 同 ， 真 核 细 胞 的 
mRNA UZR A 尾 结束 。 当 缺失 终止 密码 子 的 mRNA 翻译 时 ， 核 糖 体 就 会 翻译 多 聚 A 
尾 〈 因 为 没有 终止 密码 子 在 多 聚 A 尾 之 前 终止 翻译 ) 。 这 就 导致 了 蛋白 质 的 未 端 添 加 了 
多 个 赖 氨 酸 (AAA 是 赖 氨 酸 的 密码 子 ) ， 并 使 核糖 体 停 止 在 mRNA 的 3' 端 。 停 止 的 核 
糖 体 与 Ski? 蛋白 质 〈 与 开 类 释放 因子 eRF3 相关 ) 结合 ， 刺 激 了 核糖 体 的 解 离 并 募集 
3—5 核酸 外 切 酶 降解 “无 终止 ”mRNA。 另 外 ， 在 碳 基 末 端 含 有 多 聚 赖 氨 酸 的 蛋白 质 
是 不 稳定 的 ， 导 致 源 自 无 终止 密码 子 的 mRNA 的 蛋白 质 快 速 降 解 。 这 样 与 原核 细胞 一 
样 ， 由 缺失 终止 密码 子 的 mRNA 翻译 的 蛋白 质 很 快 地 从 细胞 中 去 除 。 

无 义 密 但 子 介 导 和 无 终止 密码 子 介 导 的 mRNA 衰减 都 有 一 个 引 人 注 目的 特性 . 
mRNA 的 降解 都 需要 受 损 mRNA 的 翻译 。 在 没有 翻译 的 情况 下 ， 受 损 的 mRNA 并 不 
饿 很 快 地 降解 ， 而 且 具 有 正常 的 稳定 性 。 因 此 ， 虽 然 不 是 直接 的 ， 真 核 细 胞 要 依赖 翻译 
的 机 制 来 校正 它们 的 mRNA。 


小 结 


生日 质 是 依据 信使 RNA (mRNA) 的 模板 在 翻译 过 程 中 合成 的 。 翻 译 需要 将 核 苷 
酸 序列 的 信息 解码 为 线性 多 肽 链 的 氨基 酸 序列 。 蛋 白质 合成 的 机 器 由 4 个 主要 的 部 分 组 
W: MRNA; 连接 RNA， 也 称 为 运输 RNA， 即 tRNA; 将 氨基 酸 连 接 于 tRNA 的 氨基 
Bi tRNA 合成 酶 ;以 及 核糖 体 ， 它 是 蛋白 质 和 RNA 组 成 的 多 亚 基 复合 体 ， 催 化 肽 键 的 
形成 。 

mRNA 含有 重 日 质 的 编码 序列 以 及 翻译 起 始 和 终止 的 识别 单元 。 编 码 序列 称 为 可 
BEHE 〈ORF) ， 由 一 系列 称 为 密码 子 的 、 相 连 的 三 核 苷 酸 单位 组 成 。 一 个 ORF 确定 一 
条 多 肽 链 。 每 个 ORF 都 起 始 于 一 个 起 始 密码 子 并 结束 于 一 个 终止 密码 子 。 起 始 密码 子 
在 原核 细胞 中 通常 是 AUG 或 GUG， 而 在 真 核 细胞 总 是 AUG。 原 核 细 胞 中 ， 起 始 密码 
于 的 前 面 有 一 段 与 核糖 体 的 16S RNA 互补 的 序列 ， 它 负责 将 核糖 体 排列 在 起 始 密码 子 
上 。 ERM, MRNA 的 5 端 含有 一 个 称 为 5 "帽子 的 特殊 结构 ， 它 负责 募集 核糖 体 . 
HIZK mRNA 以 一 串 A 结束 ， 称 为 poly-A 尾 ， 它 增强 翻译 的 效率 。 原 核 的 mRNA 经 
党 含有 两 个 或 多 个 可 读 框 ， 称 为 多 顺 反 子 。 真 核 的 mRNA 一 般 只 包含 一 个 可 读 框 ， 称 
为 单 顺 反 子 。 


tRNA 十 mRNA 的 密码 子 和 准备 加 入 多 肽 链 的 氨基 酸 之 间 的 物理 界面 。tRNA 是 
[型 的 分 子 ， 其 一 端 (5 端 ) 为 反 密 码 子 环 ，3 端 为 凸 出 的 5 -CCA-3 "序列 。 反 密码 子 
与 密码 子 互补 ， 通 过 碱 基 配 对 识别 。 其 5 -CCA-3 端 是 氨基 酸 的 结合 位 点 ， 氨 基 酸 的 加 
入 是 通过 氨基 酸 的 碳 基 和 3 端 核糖 的 羟基 形成 的 酰基 来 实现 的 。 

Ait tRNA 合成 酶 分 两 步 将 氨基 酸 结合 于 tRNA， 这 一 过 程 称 作 负载 。 一 个 氨基 
hE tRNA 合成 酶 负责 某 种 氨基 酸 的 所 有 tRNA 的 负载 。 合 成 酶 通过 与 L tRNA 的 两 端 
作用 来 识别 正确 的 tRNA。 合 成 酶 负责 将 正确 的 氨基 酸 连接 到 相关 的 tRNA 上 ， 而 且 这 一 
过 程 具有 很 高 的 保 真 度 。 一 些 氨 基 醚 tRNA 合成 酶 通过 校正 机 制 来 获得 更 高 的 准确 率 。 

核糖 体 由 大 、 小 亚 基 组 成 ， 大 亚 基 含有 肽 键 形成 的 位 点 (上 肽 酰 转 移 酶 中 心 )， 小 亚 
基 含 有 人 解 公 mRNA 的 位 点 (解码 中 心 )。 每 一 亚 基 由 一 种 或 多 种 RNA 和 多 种 蛋白 质 组 
Wo RNA 不 仅 是 亚 基 的 主要 结构 组 分 ， 而 且 负 责 核糖 体 的 主要 功能 。 完 整 的 核糖 体 含 
有 3 个 横路 两 个 亚 基 的 tRNA 结合 位 点 : A 位 点 是 负载 tRNA 进入 核糖 体 的 位 置 ，P 位 
点 含有 肽 酰 tRNA， 而 王位 点 是 脱 氨基 酸 的 tRNA 离开 的 位 置 。 

一 个 和 皇 日 质 的 翻译 包括 小 、 大 亚 基 的 结合 与 分 离 的 循环 。 在 核糖 体循环 中 ， 小 、 大 
亚 基 在 可 读 框 的 起 始点 结合 起 来 ， 并 在 ΟΠΕ 翻译 完成 后 分 离开 来 。mRNA 的 翻译 始 于 
ORF 的 5 端 ， 多肽 链 的 合成 以 氨基 端 向 碳 基 端 的 方向 进行 。 

MEA 3 个 主要 的 步骤 : 起 始 、 延 伸 和 终止 。 原 核 细 胞 中 ， 起 始 需 要 通过 (mRNA 
的 ) 核糖 体 结合 位 点 CRBS) 5 〈 小 亚 基 的 ) 16S RNA 的 作用 来 将 核糖 体 吸引 到 mR- 
NA 上 。 这 一 作用 由 3 个 辅助 蛋白 〈 称 为 起 始 因子 IF1、IF2 和 IF3) 协助 ， 使 两 个 亚 基 
保持 分 离 ， 并 将 一 个 特殊 的 起 始 tRNA 携带 至 起 始 密码 子 。 起 始 tRNA 的 反 密 码 子 和 
起 始 密码 子 的 配对 引发 了 大 亚 基 的 结合 、 起 始 因子 的 释放 以 及 起 始 tRNA 进入 P 位 点 。 
这 就 是 原核 细胞 的 起 始 复 合体 ， 它 为 接受 一 个 负载 tRNA 进入 A 位 点 并 进行 第 一 个 肽 
键 的 形成 做 好 了 准备 。 

真 核 细 胞 的 mRNA 通过 5 帽 的 识别 和 许多 辅助 因子 的 作用 来 吸引 小 亚 基 。 然 后 小 
亚 基 以 5 一 3 方向 沿 着 mRNA 扫描 ， 直 到 遇见 AUG 一 一 起 始 密码 子 。 与 原核 细胞 一 
样 ， 只 有 在 起 始 密码 子 AUG 被 识别 后 大 亚 基 才能 结合 于 mRNA。 

翻译 延伸 过 程 的 第 一 步 是 将 一 个 负载 tRNA 引入 A 位 点 。 这 在 原核 细胞 是 由 GTP 
结合 重 日 EF-Tu 来 催化 的 。 在 真 核 细 胞 则 由 它 的 等 价 物 来 催化 。 在 氮 酰 基 团 进入 肽 酰 
枝 移 酶 中 心 之 前 ， 有 许多 机 制 保证 了 密码 子 和 反 密 码 子 之 间 的 正确 配对 。 然 后 ， 通 过 将 
肽 链 从 Ρ 位 点 的 tRNA 转移 到 A 位 点 的 氨基 栈 tRNA 来 形成 肽 键 。 肽 键 的 形成 是 由 大 
亚 基 的 肽 转移 酶 中 心 的 RNA 及 了 位 点 tRNA 的 3 OH 催化 的 。 这 一 核糖 酶 促使 A 位 点 
WAM tRNA 的 氨基 基 团 亲 核 进攻 PP 位 点 上 连接 延伸 着 的 多 肽 链 的 tRNA 的 碳 基 基 团 。 
最 后 ， 核 糖 体 易 位 至 下 一 个 空 的 密码 子 上 ， 这 一 过 程 由 肽 转移 酶 和 延伸 因子 EF-G (或 
真 核 的 等 价 物 ) 共同 催化 。 易 位 的 结果 是 P 位 点 的 脱 氨 基 酸 的 tRNA 移 人 正 位 点 ， 并 
从 玉 位 点 离开 核糖 体 ; A 位 点 的 肽 酰 tRNA 进入 刚刚 空 出 的 P 位 点 。mRNA 的 下 一 个 
密码 子 移入 空 的 A 位 点 ， 并 做 好 接受 由 EF-Tu 携带 的 另 一 个 负载 tRNA 的 准备 。 

翻译 终止 于 核糖 体 遇见 一 个 终止 密码 子 ，( 对 终止 密码 子 的 ) 识别 是 通过 原核 的 两 
个 1 类 释放 因子 之 一 和 真 核 的 一 个 I 类 释放 因子 进行 的 。 释 放 因 子 刺激 肽 酰 tRNA 的 
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水 解 ， 导 致 完整 的 肽 链 释 放出 来 。 最 后 ， 一 个 本 类 释放 因子 、 一 个 核糖 体循环 因子 和 一 
个 起 始 因 子 (原核 生物 中 为 IF3) 通过 引起 mRNA 和 脱 氨 基 酸 的 tRNA 的 释放 以 及 核 
糖 体 解 离 为 大 、 小 亚 基 完 成 翻译 的 终止 过 程 。 核 糖 体循环 终于 完成 ， 小 亚 基 又 准备 开始 
新 一 轮 的 多 肽 合成 。 

很 多 基因 的 表 在 是 在 转录 水 平 受 调控 的 ; 但 是 一 些 基 因 也 在 翻译 起 始 水 平 受到 调 
控 。 在 细菌 细胞 中 ， 这 种 调控 总 体 上 通过 抑制 小 亚 基 与 RBS 的 结合 来 进行 . 这 种 抑制 
可 由 和 集 日 或 RNA 结合 到 RBS 附近 的 mRNA 序列 上 来 介 导 。 真 核 生物 翻译 的 总 体 水 平 
由 4E-BP 和 蛋白 及 eIF2a 激酶 来 调控 ， 前 者 可 结合 eIF4E 并 且 与 eIF4G 竞争 与 之 结合 的 
能 力 〈 注 : 原文 有 误 )， 后 者 抑制 eIF2 与 GTP 结合 的 能 力 。 特 殊 的 真 核 mRNA 的 翻译 
调控 有 时 由 小 uORFs 介 导 ， 它 限制 核糖 体 小 亚 基 接近 下 游 的 ORF。 在 Gen4 的 翻译 中 ， 
细胞 利用 eIF2。 MettRNAIM 对 氨基 酸 水 平 的 依赖 调控 Gend 的 翻译 。 只 有 当 eIF2 « Met 
tRNA 有 限时 ， 才 能 使 处 于 扫描 状态 的 小 亚 基 在 没有 解 离 前 遇 到 Gend ERAT. 

细 苗 和 真 核 细 胞 都 采用 翻译 来 监控 mRNA 的 完整 性 并 去 除 不 完整 的 RNA 及 其 蛋 
日 产物 。 缺 失 终止 密码 子 的 mRNA 将 导致 合成 被 胞 内 蛋白 酶 识别 并 降解 的 异常 蛋白 
在 真 核 细胞 中 ， 相 应 的 mRNA 也 被 降解 。 与 之 相似 ， 带 有 一 个 未 成 熟 的 终止 密码 子 的 
RI mRNA 因为 核糖 体 无 法 置换 结合 于 mRNA 的 蛋白 质 而 被 识别 。 如 果 这 些 蛋 白质 不 
RAR, ENTREES mRNA 降解 的 酶 。 


(天 
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RSE 中 心 法 则 最 核心 的 内 容 是 遗传 信息 从 
由 4 个 字母 组 成 的 线性 多 核 背 酸 链 传递 给 
遗传 密码 具 简 并 性 由 20 个 氨基 酸 语 言 组 成 的 多 上 肽 链 。 如 前 


所 述 ， 将 遗传 信息 传递 给 氨基 酸 序列 的 翻 
译 过 程 发 生 在 核糖 体 上 ， 并 且 是 由 一 种 称 


遗传 密码 遵循 的 三 条 规律 为 :RNA 的 特殊 转 配 器 分 子 所 介 导 。 这 些 
. tRNA 能 够 识别 由 3 个 连续 的 核 苷 酸 组 成 

抑制 突变 可 以 存在 于 相同 的 密码 子 。 由 于 每 个 位 置 上 的 核 苷 酸 只 有 
或 不 同 的 基因 中 4 种 可 能 ， 所 以 三 联 密码 子 排列 的 总 数 是 

s 64 (4X4X4), WHEN T AERA H . 

遗传 密码 几乎 通用 那么 每 一 种 氨基 酸 是 由 哪个 三 联 密码 子 决 


定 的 呢 ? 使 用 的 规则 又 如 何 呢 ? 在 本 章 我 
们 将 要 讨论 遗传 密码 的 本 质 、 内 在 联系 、 遗 传 密码 如 何 被 “破译 ”， 以 及 突变 对 mRNA 
编 公 能 力 的 影响 。 


遗传 密码 具 简 并 性 


K 15-1 罗列 了 64 种 密码 子 排列 。 三 联 密码 子 5 端 碱 基 列 在 表 的 左 侧 ， 中 间 的 碱 基 
排 在 顶 上 ， 而 3 端的 碱 基 则 位 于 右 侧 。 遗 传 密码 最 突出 的 特征 之 一 是 64 个 密码 子 中 的 
61 个 分 别 定 义 一 个 氨基 酸 ， 而 其 余 的 3 种 则 是 氟 基 酸 链 终止 信号 〈 见 下 面 )。 这 意味 看 
很 多 氨基 酸 是 由 超过 1 个 以 上 的 密码 子 定义 的 ， 这 种 现象 称 为 密码 子 的 简 并 性 〈degen- 
eracy)。 定 义 同一 个 氨基 酸 的 几 个 密码 子 称 为 同 义 密码 子 (synonym), {Π UUU 和 
UUC 是 Phe 的 同 义 密码 子 ， 而 Ser 是 由 同 义 密码 子 UCU、UCC、UCA、UGG、AGU 
和 AGC 编码 的 。 事 实 上 ， 当 密码 子 的 第 1 和 第 2 位 核 苷 酸 完 全 相同 时 ， 第 3 MPR 
无 论 是 胞 喀 吓 还 是 尿 喀 啶 ， 均 编码 相同 的 氨基 酸 ， 通 各 腺 唆 吟 和 乌 唆 叭 可 以 相似 地 进行 
互 换 。 然 而 ， 并 不 是 所 有 人 简 并 密码 子 的 前 两 位 核 苷 酸 都 是 相同 的 。 例 如 ，Leu 既 可 以 由 
UUA 和 UUG 编码 ， 也 可 以 由 CUU、CUC、CUA 和 CUG 编码 (图 15-1) 。 很 多 生物 
基因 组 DNA 分 子 中 AT/CG 的 比例 有 很 大 的 变异 ， 但 它们 的 蛋白质 分 子 中 氨基 酸 的 比 
例 却 没有 相应 的 大 变化 ， 这 一 现象 可 以 用 密码 子 的 简 并 性 ， 特 别 是 在 密码 子 第 3 位 单 核 
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甘酸 的 常见 的 胞 喀 喧 与 尿 喀 啶 或 者 腺 嗓 哈 与 乌 呆 哈 的 互 换 性 来 解释 。( 例 如 ， 某 些 细菌 
的 基因 组 中 AT/GC 的 比例 差别 极 大 ， 但 又 紧密 相关 足以 编码 有 着 高 度 相 似 的 氨基 酸 序 
SN EA) Az A ΠΠ.) 

# 15-1 遗传 密码 


第 2 个 位 置 


第 1 个 位 置 (5' 端 ) 
第 3 个 位 置 (3' 端 ) 


κ 肽 链 “ 终 止 密码 子 ” 或 者 ““ 无 义 ， 密 码 子 ”。 
t 细菌 还 用 来 定义 起 始 的 甲 基 -Met-tRNAMet 


ji 
了 
1 
Ac: 


NH. H CH, 


TwC 环 


mRNA 3' 记 20C 5’ 


图 15-1 两 个 tRNA 分子 的 密码 子 - 反 密码 子 配对 。 标 出 了 tRNA 结构 中 关键 的 柄 、 环 区 域 (第 14 章 )。 与 G 
( 反 密码 子 的 3 端 ) 连接 的 红色 六 边 形 表示 碱 基 N 位 置 的 甲 基 化 。 注 意 密码 子 的 方向 为 3>5/'。 
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认识 密码 子 组 成 的 规律 


考察 密码 子 在 遗传 密码 中 的 分 布 ， 可 以 得 到 遗传 编码 的 进化 趋向 于 将 突变 的 有 害 效 应 
减少 到 最 小 的 规律 。 例 如 ， 密 码 子 第 1 个 位 置 上 核 苷 酸 的 突变 将 使 编码 的 氨基 酸 即 使 不 完 
全 相同 ， 也 比较 相似 。 另 外 ， 第 2 个 位 置 的 核 苷 酸 为 喀 啶 的 密码 子 所 编码 的 氨基 酸 往 往 呈 
ΠΚΕ. ME 2 个 位 置 的 核 苷 酸 为 味 叭 的 密码 子 所 编码 的 蛋白 质 往往 是 极 性 氨基 酸 K 
15-1 和 第 5 章 图 5-4) 。 由 于 转换 (A: T>G : C 或 者 G : CoA: THM) 是 最 常见 的 点 
突变 类 型 ， 密 码 子 第 二 个 位 置 的 核 苷 酸 变化 往往 使 一 个 氨基 酸 被 另 一 个 非常 相似 的 氨基 栈 
所 取代 。 最 后 ， 如 果 密 码 子 第 3 个 位 置 上 的 核 苷 酸 发 生 转换 突变 ， 也 极 少 产生 出 不 同 的 氮 
基 酸 。 在 半数 情况 下 ， 即 使 在 这 个 位 置 上 发 生 颠 换 突变 也 不 会 带 来 什么 后 果 。 

遗传 密码 中 男 一 个 显而易见 的 规律 是 ， 当 密码 子 的 第 1 个 和 第 2 个 位 置 均 为 G 或 C 
时 ， 第 3 个 位 置 上 的 核 苷 酸 无 论 为 A、T、C 和 G 中 的 哪 一 个 ， 均 编码 相同 的 氨基 栈 
(如 Pro、Ala、Arg 或 者 Gly)。 男 一 方面 ， 当 密码 子 的 第 1 个 和 第 2 个 位 置 均 为 A 或 U 
时 ， 第 3 个 位 置 的 核 苷 酸 对 蛋白质 的 编码 就 会 产生 影响 。 因 为 G : U 碱 基 对 比 A:U 碱 
基 对 强 ， 当 密码 子 的 第 1 个 和 第 2 个 位 置 为 结合 力 强 的 G : C 碱 基 对 时 ， 密 码 子 将 能 够 
HZR 3 个 位 置 上 碱 基 的 错 配 。 因 此 ， 在 第 3 个 位 置 上 使 所 有 4 种 核 背 酸 定 义 相 同 的 氮 
基 酸 可 能 已 逐渐 进化 为 一 种 安全 机 制 ， 以 便 在 阅读 这 种 密码 子 时 将 错误 减少 到 最 小 。 


反 密 码 子 的 摆动 配对 


最 初 人 们 认为 每 一 个 密码 子 都 有 特异 的 tRNA 反 密 码 子 。 如 果 这 种 假说 是 正确 的 ， 
生物 体 中 应 该 有 至 少 61 种 不 同 的 tRNA， 可 能 还 有 另外 3 种 对 应 于 链 终 止 密码 子 。 然 
而 有 证 据 表 明 : 某 种 高 度 纯化 的 已 知 序列 的 tRNA 可 以 识别 几 种 不 同 的 密码 子 。 也 有 
研究 发 现 反 密码 子 除了 4 种 常规 的 碱 基 之 外 ， 还 有 第 5 种 碱 基 次 黄 味 叭 (inosine，DJ) 。 
和 其 他 tRNA 中 的 次 要 碱 基 一 样 ， 次 黄 味 叭 是 通过 对 完整 tRNA 链 中 的 碱 基 进 行 酶 修 
THM APA. URIS UR FARES, ARES FESS 6 个 碳 原子 脱 去 氨基 ， 成 为 次 黄 
RISA 6- 酮 基 基 团 。[ 实 际 上 ， 次 黄 味 叭 是 由 核糖 和 次 黄 味 叭 (hypoxanthine) 碱 基 组 
MAAR. BAE a ARS SE. CONIA Fe Tix BPAY. | 

1966 年 Francis Crick 提出 了 摆动 理论 


表 15-2 ”摆动 理论 的 配对 组 合 (wobble concept) 来 解释 所 观察 到 的 现象 。 捍 
反 密 码 子 中 的 碱 基 。”” 密码 子 中 的 碱 基 动 理论 指 出 ， 反 密码 子 5 端的 碱 基 在 空间 上 不 
G URC 如 其 他 2 个 位 置 上 的 碱 基 那 么 受 限 制 ， 可 以 和 

Č G 密码 子 3 端的 几 种 碱 基 形 成 氨 键 。 不 是 所 有 组 

A U 合 都 行 ， 配 对 局 限于 表 15-2 中 的 碱 基 。 例 如 ， 

U A 或 G 位 于 摆动 位 置 的 可 以 和 A 或 G 配 对 ，I 可 以 

I A、U 或 C 和 U、C 或 A 配 对 (图 15-2) 。 摆 动 规则 所 人 允许 的 


配对 古 那 些 核 糖 与 核糖 之 间 的 距离 与 标准 的 
At U 或 G : C 碱 基 对 相似 的 配对 。( 除 了 I 和 A 碱 基 对 ) 味 叭 与 味 叭 、 喀 啶 与 喀 啶 的 配 
对 分 别 使 核糖 与 核糖 之 间 的 距离 过 长 或 者 过 短 。 
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H O ΗΝ -nF 
次 黄 味 叭 一 胞 喀 啶 反 和 密码 子 第 一 个 (5”) 
O H 位 置 的 U 可 以 与 A 或 G 配 对 


反 密 码 子 第 一 个 (57) 
位 置 的 I 可 以 与 U、C 或 A 配对 


H H 
次 黄 嗓 叭 RIR IG 


H 
τ HEA — DR E E 


15-2 摆动 碱 基 配 对 。 注 意 所 有 摆动 碱 基 的 核糖 与 核糖 之 间 的 距离 与 A: U ak G: C 标准 碱 基 对 的 距离 相近 。 


摆动 规则 不 允许 单个 的 tRNA 分 子 识 别 4 个 不 同 的 密码 子 。3 个 密码 子 的 识别 只 有 
当 反 密码 子 的 第 一 个 (5) 位 置 是 工时 才 行 。 

Η 1966 年 以 来 所 积累 的 几乎 所 有 的 实验 证 据 均 支持 摆动 理论 。 例 如 ， 摆 动 理 论 正 
确 地 预测 到 至 少 有 3 种 tRNA 存在 ， 以 识别 Ser 的 6 种 密码 子 CUCU, UCC, UCA, 
UCG, AGU 和 AGC)。 其 他 两 个 由 6 种 密码 子 编 码 的 氨基 酸 (Leu 和 Arg) 也 存在 不 
AJAY tRNA 以 识别 在 第 1 或 者 第 2 个 位 置 上 有 不 同 核 背 酸 的 那些 密码 子 。 

在 tRNA 的 三 维 结构 中 ，3 个 反 密 码 子 碱 基 〈 及 其 反 密 码 子 环 中 随 之 相连 的 2 个 碱 
基 ) 基本 上 都 指向 同一 个 方向 ， 它 们 精确 的 构象 主要 由 碱 基 平面 之 间 的 堆 芭 作 用 所 决定 
(图 15-3)。 反 密码 子 的 第 一 个 (5') 碱 基 位 于 碱 基 堆 和 琶 的 末端 ， 其 运动 也 许 比 其 他 两 个 
碱 基 相对 自由 些 ， 因 而 ， 在 密码 子 的 第 三 个 〈3 ) 碱 基 位 置 上 摆动 。 相 反 ， 不 仅 反 密码 
子 的 第 三 个 (3') 碱 基 位 于 碱 基 堆 苹 的 中 间 ， 而 且 相 邻 的 碱 基 总 是 庞大 的 修饰 是 哈 残 
基 。 因 此 , 碱 基 运动 的 受 限 性 可 能 解释 了 摆动 为 什么 不 出 现在 密码 子 的 第 一 个 (5 
MAE. 


图 15-3 酵母 tRNA?™ 的 结构 。a.， 基于 X 射线 衍射 数据 得 到 的 -型 分 子 。b， 反 义 密 码 子 环 的 放大 图 。 反 义 密 
码 子 碱 基 (94-36) 显示 为 红色 。 反 义 密 码 子 及 在 3 端的 随后 两 个 碱 基 (37 和 38) 是 部 分 堆 秋 的 。 可 以 看 见 反 
义 密码 子 5 端的 碱 基 比 3 端 完全 堆 春 的 碱 基 更 自由 地 摆动 。 (来 源 : Kim S-H, et al. 1974, Proc. Natl. Acad. 
ο, Tl, 4970; } 


三 个 密码 子 指 寻 链 的 终止 


如 前 所 述 ， 有 三 个 密码 子 并 不 与 任何 氨基 酸 相 对 应 。 相 反 ， 它 们 表示 链 的 终止 。 在 
第 14 章 我 们 讨论 到 ， 这 些 链 终止 密码 子 UAA、UAG 和 UGA 不 是 由 特殊 的 tRNA 来 
网恋， 而 是 由 称 为 释放 因子 (RF) 的 特殊 蛋白 质 所 阅读 (细菌 中 为 RF1 和 RF2， 在 真 
核 生物 中 为 eRF1) 。 释 放 因子 进入 核糖 体 的 A 位 点 ， 激 发 位 于 P 位 点 的 肽 酰 tRNA 的 
水 解 ， 使 新 合成 的 蛋白 质 释 放出 来 。 


计 传 密码 是 如 何 破译 的 ? 


建立 氨基 酸 与 三 联 密码 子 之 间 的 对 应 关系 是 分 子 生 物 学 史上 最 伟大 的 成 就 之 一 ( 历 
史 回 顾 见 第 2 章 ) 。 这 些 对 应 关系 是 如 何 建立 的 呢 ? 到 1960 年 ， 人 们 对 mRNA 如 何 参 
与 重 日 质 合成 的 总 体 轮 廓 已 经 有 了 基本 了 解 。 然 而 对 是 否 能 够 很 快 详细 认识 遗传 密码 本 
吴 并 不 乐观 。 人 们 相信 要 认识 一 个 氨基 酸 的 密码 子 ， 不 但 需要 准确 地 知道 基因 的 核 苷 酸 
序列 ， 而 且 需 要 了 解 相 应 的 蛋白 质 产物 的 氨基 酸 序列 。 当 时 ， 测 定 氨基 酸 序列 尽管 是 一 
个 十 分 枯 琐 的 工作 ， 但 在 实验 室 已 经 十 分 行 之 有 效 。 而 另 一 方面 ， 当 时 通用 的 DNA 测 
序 方法 还 非常 原始 。 幸 运 的 是 ， 这 个 明显 的 障碍 并 未 阻止 研究 进程 。1961 年 ， 即 在 
mRNA 发 现 后 仅 一 年 ， 采 用 人 工 合成 mRNA 技术 和 无 细胞 的 蛋白 质 合 成 系统 使 遗传 密 
人 码 的 破 幸 成 为 可 能 〈 第 2 章 )。 


通过 人 工 合成 的 mRNA HR BAR BA 
生物 化 学 家 发 现 ， 从 活跃 地 进行 蛋白 质 合 成 的 大 肠 杆菌 细胞 中 得 到 的 提取 物 能 够 促 
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使 放射 性 标记 的 氨基 酸 合成 和 蛋白质。 在 这 些 提取 物 中 ， 和 蛋白 质 合 成 在 数 分 钟 内 进行 得 很 
快 ， 然 后 逐渐 停止 。 在 这 段 时 间 中 ， 由 于 提取 物 中 存在 的 降解 酶 的 作用 ， 导 至 mRNA 
相应 减少 。 然 而 ， 在 已 经 停止 重 晶 质 合 成 的 提取 物 中 加 入 新 的 mRNA， 能 够 使 重 日 质 
合成 立即 恢复 。 

细胞 提取 物 依赖 外 在 加 入 的 mRNA ΜΠΕΗ ΜΗ, A A MY eR AZ AK 
酸 来 解 开 遗 传 密码 的 性 质 提供 了 机 会 。 这 些 合成 的 模板 是 利用 多 核 背 酸 磷酸 化 酶 而 产生 
的 ， 该 酶 催化 如 下 的 反应 : 

[XMP], 十 XDP = = [XMP], νι +P (反应 式 15-1) 

AP: X 表示 碱 基 ，LXMP |, RANA n NERE RNA. 

4}. H RREI IE w FHN RNA, EER TF ma TKH RNA 降解 成 
二 磷酸 核 苷 。 然 而 ， 在 高 浓度 的 二 磷酸 核 背 存在 下 ， 多 核 背 酸 磷 酸化 酶 能 够 从 3 一 5 方 
HEAR BABRI., AMER RNA 4¢- (图 15-4). BRA ΝΕ 
酸化 酶 催化 合成 RNA 并 不 需要 DNA 或 者 RNA 模板 ， 所 合成 的 产物 完全 依赖 于 反应 
混合 物 中 各 种 二 克 酸 核 车 的 比例 。 例 如 ， 当 只 有 二 克 酸 胭 芽 存 在 时 ， 合 成 的 RNA 只 有 
腺 和 苷 酸 ， 因 而 称 为 多 聚 腺 苷 酸 (polyadenylic acid) 或 poly-A。 同 样 也 可 以 合成 poly- 
U、poly-C、poly-G。 加 入 两 种 或 者 更 多 种 不 同 的 二 磷酸 核 苷 ， 可 以 形成 复合 的 共聚 
物 ， 如 poly-AU、poly-AC、poly-CU 和 poly-AGCU。 在 所 有 这 些 混 合共 聚 物 中 ， 碱 基 
的 序列 基本 上 是 随机 的 ， 最 相 邻 的 碱 基 频率 完全 是 由 反应 物 的 相对 浓度 决定 的 。 例 如 ， 
在 人 是 U 的 2 售 的 情况 下 ，poly-AU 分 子 中 有 类 似 UAAUAUAAAUAAUAAAAUA 
四 O 的 序列 


HO OH 


二 磷酸 核糖 核酸 (ppA) 


3'-HOO 
poly-A， | 


H15-4 ΘΒ ΚΕΒΕΠ να ΛΙ ο BAAN ΠῚ 4512 ΗΡΕΜΗ ΜΕΝΑ R RR I E [ΕΒΕ EY π] BEEZ 
poly-U 编码 多 聚 Phe 


在 合适 的 离 体 条 件 下 ， 几 乎 所 有 合成 的 多 聚 物 会 与 核糖 体 连 接 并 作为 模板 。 笠 运 的 
是 ， 时 期 的 实验 使 用 了 局 浓度 的 Mg. BRE Mg” 绕 开 了 对 起 始 因 了 于 和 特殊 的 起 
始 {Met-tRNA 的 需求 ， 使 mRNA 在 没有 适当 信号 的 情况 下 就 能 够 开始 多 核 车 酸 链 的 合 
成 。poly-U 是 最 先 发 现 的 具有 mRNA 活性 的 合成 多 聚 核 车 酸 。 它 特异 性 地 选择 茶 肉 毛 
酰 tRNA 分 子 ， 因 而 形成 的 多 肽 链 只 含有 Phe (R Phe) 。 因 此 我 们 知道 编码 Phe 的 
密码 子 是 由 3 SR UUU 组 成 的 〈 如 第 2 草 和 第 21 章 及 下 文 所 讨论 的 ， 一 个 密 
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WSF HA 3 个 单 核 背 酸 组 成 的 观点 来 源 于 遗传 学 实验 )。 通 过 使 用 poly-A 和 poly-C 的 类 
似 实验 ， 发 现 了 CCC 是 Pro 的 密码 子 ，AAA 是 Lys 的 密码 子 。 不 幸 的 是 ， 此 类 实验 无 
法 确定 GGG 定义 何 种 氨基 酸 。poly-G 中 的 胞 喀 啶 残 基 相 互 之 间 形 成 牢固 的 氢 键 ， 形 成 
多 链 的 三 螺旋 结构 ， 不 能 和 核糖 体 结合 。 


混合 多 聚 核 普 酸 使 其 他 密码 子 的 组 成 得 以 确定 


poly-AC 分 子 可 以 含有 8 种 不 同 的 密码 子 : CCC. CCA, CAC, ACC, CAA. 
ACA, AAC 和 AAA， 其 比例 随 着 共聚 物 的 A/C 比例 不 同 而 有 差异 。 当 AC 共聚 物 连 
接 到 核糖 体 上 ， 引 起 掺 入 的 氨基 酸 有 Asp, Gly, His 和 Thr， 加 上 先前 确定 的 由 CCC 
编码 的 Pro 和 由 AAA 编码 的 Lys， 这 些 氨基 酸 在 多 肽 链 中 的 比例 取决 于 A/C 的 比例 。 
例如 ， 由 于 A 含量 大 大 高 于 C 的 AC 共聚 体 促进 Asp WBA TIES F His， 所 以 我 们 
得 出 结论 ，Asp 由 两 个 A 和 一 个 C 编码 ， 而 His 由 两 个 C 和 一 个 A 编码 ( 表 15-3). 
采用 其 他 共聚 体 的 类 似 实验 使 另外 几 个 密码 子 的 组 成 得 以 确定 。 然 而 ， 此 类 实验 并 不 能 
显示 三 联 密 码 子 中 核 苷 酸 的 顺序 。 采 用 随机 的 共聚 物 无 法 了 解 编码 组 氨 酸 的 两 个 C 和 
一 个 A 的 排列 顺序 是 CCA、CAC 还 是 ACC, 


表 15-3 掺 入 蛋白 质 的 氨基 酸 * 


氨基 酸 BARBER 推断 的 密 三 联 体 的 计算 频率 三 联 体 的 计算 
的 观察 值 码 子 组 成 3A  ZMC 1A2C** 30 频率 总 和 
poly-AC (5: 1) 
Asp 24 ZA1C 20 20 
Glu 24 2ΑΙΟ 20 20 
His 6 LAZC 4.0 4 
Lys 100 3A 100 100 
Pro 7 LAZC, 3C 4.0 0. 8 4.8 
Thr 26 ZAlG, 1A2C 20 4.0 24 
poly-AC (1: 5) 
Asp 5 2ΑΙΟ Seid ὃν 9 
Glu 5 2ΑΙΟ τ πο 3. 8 


His 23 1A2C 16. 7 16. 7 
Lys ] 3A 0. 7 0.7 
Pro 100 LAZC, 3C 16. 7 838. 3 100 
Thr 21 ZAIC, 1A2C ο 20.0 20 
* 在 无 细胞 提取 物 中 随机 加 入 A Al C 的 共聚 体 后 观察 蛋白 质 中 所 挫 入 的 氨基 酸 。 摊 人 量 是 指 单个 氨基 酸 最 大 擒 
入 量 的 百分比 ， 然 后 用 共聚 物 计 算 一 个 给 定 的 密码 子 在 多 核 苷 酸 产 物 中 出 现 的 频率 。 密码 子 的 相对 频率 是 指 
一 个 特定 的 核 苷 酸 出 现在 密码 子 的 指定 位 置 的 概率 。 例 如 ， 当 A/C 比 是 5: 1 时 ， AAA/AAC Ay EK =5 5X5 


: 9XIX1=125 : 25。 如 果 我 们 假定 3A 密码 子 的 频率 为 100， 则 2A 和 1C 密码 子 的 频率 为 20。 将 氨基 酸 挫 人 
的 频率 和 给 定 的 计算 的 密码 子 出 现 频率 作 相关 分 析 ， 就 能 得 到 推定 的 密码 子 的 组 成 。( x x ， 原文 为 1A1C) 
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Ea e a 
tRNA 和 特定 的 三 联 密 码 子 结合 


1964 年 ， 人 们 研发 出 一 种 直接 确定 某 些 三 联 密码 子 中 3 个 核 背 酸 顺 序 的 方法 ， 这 
种 方法 基于 如 下 事实 : 即使 缺乏 蛋白 质 合成 需要 的 所 有 因子 ， 特 定 的 氨基 栈 tRNA 分 
于 仍然 能 够 结合 核糖 体 -mRNA 复合 物 。 例 如 ， 当 poly-U 和 核糖 体 混合 时 ， 只 有 茶 丙 
ΑΜ tRNA 会 结合 。 相 应 地 ，poly-C {ΕΕΒΕ tRNA 的 结合 。 更 为 重要 的 是 ， 这 种 
特异 的 结合 并 不 需要 长 片段 mRNA 分 子 的 存在 。 事 实 上 ， 三 核 苷 酸 和 核糖 体 结 合 就 足 
Wl. ΜΗ UUU WIA SRE Aw tRNA 的 结合 ， 如 果 加 入 AAA, ΝΕ 
tRNA 就 符 异 地 结合 核糖 体 。 这 种 三 核 苷 酸 效应 的 发 现 ， 为 识别 许多 密码 子 内 核 苷 酸 的 
顺序 提供 了 一 种 相对 简便 的 方法 。 例 如 ， 三 核 背 酸 5-GUU-3' 促 进 纺 氨 酰 tRNA 的 结 
合 ，5 -UGU-3 促进 半 胱 氨 酰 tRNA 的 结合 ，5'-UUG-3' 促 进 亮 氨 酰 tRNA 的 结合 (K 
15-4)。 信 党 合成 了 所 有 64 种 可 能 的 三 联 核 苷 酸 ， 以 确定 每 一 个 密码 子 的 顺序 ， 然 而 并 
非 所 有 的 密码 子 都 是 采用 这 种 方法 来 确定 的 。 一 些 三 联 核 苷 酸 不 如 UU 或 者 GUU ΒΚ 
样 有 效 地 结合 核糖 体 ， 因 而 无 法 知道 它们 所 编码 的 特异 氨基 酸 。 


表 15-4 ABR tRNA 分 子 与 三 联 核 萌 酸 -核糖 体 复合 物 的 结合 


ZKE R 结合 的 氨基 酰 -tRNA 
5'-UUU-3’ UUC Phe 

UUA UUG GUU CUC CUA CUG Leu 
AAU AUC AUA lle 
AUG Met 
GUU GUC GUA GUG UCU* Val 
UCU UCC UCA UCG Ser 
CCU CCE CCA CCG Pro 
AAA AAG Lys 
UGU UGC Cys 
GAA GAG Glu 

κ 注意 这 是 采用 此 方法 错误 排列 的 密码 子 。 

重复 共聚 物 确 定 密码 子 


在 三 联 核 苷 酸 结合 技术 产生 的 同时 ， 有 机 化 学 和 酶 技术 正 用 于 已 知 重复 序列 的 多 聚 
核糖 核酸 的 合成 (图 15-5) 。 核 糖 体 可 以 在 这 些 常规 共聚 物 链 上 的 任意 点 开始 合成 蛋白 
Πτι 但 是 它们 将 特异 的 氨基 酸 挨 和 人 到 肽 链 中 。 例 如 ， 重 复 序列 CUCUCUCU.… 是 一 种 
1 ΜΙ 47 AR te, FEA AK, Leu 和 Ser 交替 出 现 。 同 样 地 ，UGUGUG… 促 进 含有 
Cys 和 Val 多 肽 链 的 合成 。ACACAC… 指 导 含 有 Thr 和 His 交替 的 多 肽 链 的 合成 由 
三 联 核 甘酸 序列 AAG (AAGAAGAAG) 重复 所 组 成 的 共聚 物 指 导 合 成 3 ASH. po- 
ly-Lys, poly-Arg 和 poly-Glu, poly-AUC 以 同样 的 方式 ， 作 为 poly-Ile、poly-Ser 和 
poly-His 的 模板 (Æ 15-5)。 其 他 密码 子 的 确定 是 从 四 联 核 芽 酸 重复 序列 获得 的 ， 
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图 15-5 HERRER., AAAMAMA DNA 聚合 酶 1 复制 两 种 技术 ， 可 以 生成 含有 简单 重复 序列 的 DNA 双 
链 。 根 据 加 入 反应 混合 物 中 的 三 磷酸 核 车 的 不 同 ，RNA 聚合 酶 以 一 条 或 另 一 条 DNA 链 为 模板 ， 合 成 不 同 的 长 
链 多 聚 核 甘酸 。 


表 15-5 使 用 由 2 个 或 者 3 个 单 核 彰 酸 合成 的 重复 共聚 物 进行 密码 子 的 确定 


共聚 物 识别 的 密码 子 掺 入 的 氨基 酸 或 者 合成 的 多 肽 确定 的 密码 子 
(0), CUC/UCU/CUC:= Leu 5'-CUC-3’ 

Ser UCU 
(UG), UGU/GUG/UGU::: Cys UGU 
Val GUG 
(ΑΟ, ACA/CAC/ ACA::- Thr ACA 
His CAC 
(ΑΘ). AGA/GAG/ AGA:… Arg AGA 
Glu GAG 
(AUC), AUC/AUC/AUC::: poly-Ile AUC 
UCA/UCA/UCA::: poly-Ser UCA 
CAU/CAU/CAU::: poly-His CAU 


所 有 这 些 实验 结果 加 起 来 使 得 64 种 密码 子 中 的 61 种 所 编码 的 氨基 酸 得 到 确定 〈 表 
15-1). ， 其 余 3 种 是 链 终 止 密码 子 : UAG, UAA 和 UGA， 它 们 不 定义 任何 氨基 酸 。 
GER: 如 前 面 章节 所 讨论 ， 位 于 大 上 肠 杆 菌 的 翻译 起 始 序 列 时 ，AUG 作为 起 始 密码 子 
来 指明 N- 甲 酰 重 氨 酸 ， 而 不 是 通常 的 重 氧 酸 。) 


遗传 密码 体 循 的 三 条 规律 
遗传 密码 遵循 三 条 指导 密码 子 在 mRNA 中 的 排列 和 使 用 的 规律 。 第 一 条 规律 是 密 


码 子 从 5' ->3 方向 阅读 。 例 如 ， 二 聚 肽 NHs-Thr-Arg-COOH 的 编码 顺序 可 以 写成 : 5 - 
ACGCGA-3' (其 中 5 -ACG-3 编码 Thr，5 -CGA-3 编码 Arg)， 或 者 写成 3 -GCAAGC- 


遂 传 宅 码 遵循 的 三 条 规律 。531 . 


5 ， 即 密码 子 按 同样 的 顺序 ， 但 与 原来 的 方向 相反 。 然 而 ， 由 于 mRNA 是 从 5'>3' 的 
方 回 进行 翻译 的 ， 因 此 只 有 前 者 才 是 正确 的 编码 序列 ;如 果 后 者 从 5'>3' 方 向 进行 番 
详 ， 则 合成 的 肽 链 会 是 NH:-Arg-ThrCOOH， 而 不 是 NH,-Thr-Arg_-COOH ， 

第 二 条 规律 是 密码 子 不 重 春 ， 信 息 之 间 无 颖 阶 。 这 意味 着 由 相 邻 的 三 联 体 核 背 酸 所 
组 成 的 密码 子 是 连续 的 密码 子 。 这 样 ， 三 肽 NH:-Thr-Arg-Ser-COOH 的 编码 序列 是 由 
序列 5 -ACGCGAUCG-3' 中 3 个 连续 的 、 相 互 不 重 和 的 三 联 密码 子 组 成 的 . 

最 后 一 条 规律 是 信息 在 固定 的 可 读 框 上 翻译 ， 而 可 读 框 是 由 起 始 密码 子 设 定 的 。 第 
14 和 草 提 和 到， 翻译 始 于 蛋白 质 编码 序列 5 端的 起 始 密码 子 。 由 于 密码 子 是 非 重 释 的 并 由 
个 连续 的 核 苷 酸 组 成 ， 原 则 上 一 段 核 苷 酸 序列 可 以 按照 任何 3 个 可 读 框 进行 翻译 。 起 始 
密码 子 决定 使 用 3 个 可 能 的 可 读 框 中 的 哪 一 个 例如， 序列 5" ACGA- 
CACGACGACGACG…3 可 以 翻译 成 一 连 串 的 Thr (5'-ACG-3")、 一 连 串 的 Arg (5 
CGA-3 ) 或 者 是 一 连 串 的 Asp (5'-GAC-3’), 这 些 都 取决 于 上 游 起 始 密码 子 的 框架 。 


改变 遗传 密码 的 三 种 点 突变 


企 人 赋 究 了 遗传 密码 的 本 质 之 后 ， 重 新 回顾 点 突变 如 何 引起 基因 编码 序列 改 恋 的 议题 
是 有 帮助 的 (参见 第 9 章 )。 9 起 编码 一 种 特异 氨基 酸 的 密码 子 成 为 编码 另 一 种 氨基 酸 
的 密 人 友子 的 改变 称 为 错 义 突变 (missense mutation), 其 结果 是 有 错 义 突变 的 基因 其 蛋 
日 质 中 的 一 个 氨基 酸 被 男 一 种 氨基 酸 取 代 ， 就 如 经 典 的 BFA GEE EPR IG BAR ἐτ A 
贫血 ， 其 中 血红 蛋白 的 B- 珠 蛋白 亚 基 的 第 6 位 Glu 被 Val 取代 ， 

态 外 一 种 具有 更 明显 效应 的 改变 是 突变 导致 链 终 止 密码 子 ， 称 为 无 义 突变 (non- 
sense mutation) 或 者 终止 突变 (stop mutation), 当 遗 传 信息 中 出 现 无 义 突 变 时 ， 由 于 
过 于 的 链 终止 ， 不 完全 的 多 肽 链 会 从 核糖 体 释放 出 来 。 不 完全 肽 链 的 大 小 取决 于 无 义 突 
变 的 位 置 。 如 果 突 变 靠近 基因 起 始 端 ， 所 合成 的 多 肽 链 非常 短 ; 如 采 突 变 靠 近 基因 的 末 
闹 ， 合 成 的 肽 链 长 度 则 几乎 接近 正常 。 如 第 14 章 所 述 ， 如 果 mRNA 包含 一 个 过 早 的 终 
止 密码 子 ， 就 会 在 真 核 细胞 中 通过 一 个 称 为 无 义 介 导 的 mRNA 衰减 的 过 程 而 很 快 地 
降解 。 

第 三 种 点 突变 是 移 码 突变 (frameshift mutation), 它 征 插入 或 者 缺失 一 个 或 者 几 个 
碱 基 对 ， 从 而 改变 可 读 框 。 下 面 以 应 该 读 成 一 系列 Ala 的 密码 子 框架 中 的 串联 重复 序列 
GCU 为 例 (为 了 清晰 起 见 ， 密 码 子 人 为 地 用 空格 分 开 ， 当 然 真 正 的 mRNA 是 连续 的 ) ， 

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala 
5 -GCU GCU GCU GCU GCU GCU GCU σας! 

现在 假定 在 遗传 信息 中 插入 1 个 A， 因 而 在 插入 位 点 产生 1 个 Ser 密码 子 (AGC). 

引起 的 移 码 突变 使 插入 位 点 下 游 的 三 联 体 读 成 Cys. 
Λία Ala Ser Cys Cys Cys Cys Cys 
5 -GCU GCU AGC UGC UGE UGC UGC UGcC-3 

因此 插入 或 者 缺失 一 个 碱 基 ， 不 但 显著 地 改变 突变 位 点 的 遗传 信息 的 编码 能 力 ， 而 
且 同 样 影响 下 游 其 他 的 遗传 信息 。 同 样 地 ， 插 入 或 者 缺失 两 个 碱 基 ， 其 效应 将 扩散 至 突 
变 位 置 下 游 的 所 有 序列 ， 导 致 完 全 不 同 的 可 读 框 。 


«532» 第 15 章 We FA 


最 后 考虑 一 下 在 遗传 信息 相近 的 位 置 插入 3 个 额外 碱 基 的 情形 。 显 而 易 见 ， 在 3 个 
插入 碱 基 位 置 上 和 之 间 的 遗传 信息 会 有 显著 的 改变 。 但 由 于 密码 子 是 以 3 MAFRA θὲ 
位 的 ， 在 3 个 插入 碱 基 的 下 游 ，mRNA 将 保持 正常 的 可 读 框 而 不 发 生 改 变 。 

Ala Ala Ser Cys Met Leu His Ala Ala Ala 
5'-GCU GCU AGC UGC AUG CUG CAU GCU GCU GCU-3’ 


遗传 密码 是 以 3 个 碱 基 为 阅读 单位 的 遗传 学 证 据 


上 述 例子 是 Francis Crick, Sydney Brenner 及 其 合作 者 用 一 个 经 典 实 验 验 证 的 逻 
辑 ， 该 实验 用 ΤΑ 鸣 菌 体 建立 了 遗传 密码 以 3 个 碱 基 为 阅读 单位 ， 并 且 该 论点 的 建立 纯 
粹 基于 遗传 学 讨论 (也 就 是 说 ， 没 有 生物 化 学 和 分 子 的 证 据 )。 遗 传 杂 交 制 造 出 含有 3 
个 单 碱 基 对 插 和 人 在 单个 基因 的 相 邻 位 点 的 噬菌体 突变 体 。 当 然 ，3 个 碱 基 插 入 搅乱 了 一 
小 段 密 码 子 ， 但 目标 基因 〈 称 作 r IL) 所 编码 的 重 晶 质 能 够 忍受 氟 基 酸 序列 的 局 部 改 
变 。 这 一 发 现 表 明 : 尽管 存在 3 个 变异 ， 但 基因 的 总 体 编 码 能 力 并 未 发 生 改 变 ， 这 3 个 
变异 单独 存在 ， 或 者 两 两 存在 ， 都 会 显著 地 改变 基因 信息 的 可 读 框 (致使 其 蛋白 质 产 物 
没有 活性 )。 由 于 基因 能 够 耐 受 3 个 碱 基 的 插入 ， 但 不 能 耐 受 1 个 、 2 个 (或 4 个 ) 碱 
基 的 插入 ， 因 此 遗传 密码 子 必须 以 3 个 碱 基 为 单位 进行 阅读 。 参 见 第 2 章 和 第 22 章 有 
关 那 些 证 明了 遗传 密码 以 3 个 碱 基 为 单位 进行 阅读 的 历史 人 物 的 讨论 ， 以 及 有 关 T4 we 
落体 作为 模式 系统 在 曾 明 遗传 密码 本 质 作 用 的 描述 。 


抑制 突变 可 以 存在 于 相同 或 不 同 的 基因 中 


通常 ， 有 害 突变 的 效应 可 以 被 第 2 个 遗传 变化 逆转 。 其 中 某 些 继 发 突变 易于 理解 ， 如 
简单 的 逆转 突变 (reverse mutation) ， 把 改变 了 的 核 苷 酸 序 列 转变 回 原先 的 序列 。 比 较 难 
以 理解 的 是 突变 发 生 在 染色 体 的 不 同位 置 ， 通 过 在 B 位 点 产生 其 他 遗传 变化 抑制 发 生 在 A 
位 点 的 突变 所 带 来 的 变化 。 这 种 抑制 突变 (suppressor mutation) 主要 有 两 种 类 型 : 一 是 
基因 内 抑制 (intragenic suppressor), ， 即 抑制 突变 和 原来 的 突变 位 于 同一 个 基因 内 ， 但 在 
不 同 的 位 置 上 ， 二 是 抑制 突变 发 生 在 另 一 个 基因 上 的 基因 间 抑 制 〈intergenic suppression), 
抑制 其 他 基因 的 突变 的 基因 称 为 抑制 基因 «(suppressor gene) 。 在 此 我 们 考虑 的 两 种 突变 抑 
制作 用 均 通 过 导致 产生 好 的 (或 部 分 好 的 ) EAMH mE, BADA E RAIER 
日 质 失 活 。 例 如 ， 如 果 第 一 个 突变 使 参与 Arg 合成 的 一 个 酶 产生 没有 活性 的 拷贝 ， 那 么 抑 
制 突变 通过 恢复 合成 该 酶 某 些 好 的 拷贝 ， 从 而 使 Arg 能 够 全 成。 然而， 基因 内 抑制 突变 与 
基因 间 抑 制 突变 恢 复 正 常 重 日 合成 的 机 制 是 完全 不 同 的 。 

以 错 义 突变 为 例 来 说 明基 因 内 抑制 。 错 义 突变 的 效应 有 时 可 以 通过 同一 个 基因 内 的 
另外 一 个 错 义 突变 而 逆转 。 在 这 种 情形 下 ， 最 初 酶 活性 的 丢失 是 由 于 在 编码 的 蛋白 质 序 
列 中 存在 一 个 错误 的 氨基 酸 而 引起 蛋白 质 三 维 构象 的 改变 。 同 一 个 基因 中 的 第 二 个 错 义 
突变 可 以 恢复 蛋白 质 生物 学 活性 ， 如 果 它 以 某 种 方式 恢复 蛋白 质 分 子 功能 集团 附近 的 构 
象 。 图 15-6 显示 了 基因 内 抑制 的 号 一 个 例子 ， 这 回 是 移 码 突变 。 


抑制 突变 可 以 存在 于 相同 或 不 同 的 基因 中 » 533 。 
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图 15-6 ” 移 码 突变 的 抑制 。a， 核 苷 酸 编码 序列 的 一 个 缺失 可 以 导致 所 合成 的 多 肽 链 不 完全 
并 失去 活性 。b.， 如 a 部 分 所 示 的 缺失 效应 可 以 被 编码 序列 的 第 二 个 突变 ， 即 一 个 插入 所 纠 
正 。 插 入 的 纠正 效果 表现 为 合成 完整 的 肽 链 ， 但 有 两 个 氨基 酸 发 生 替 代 。 取 决 于 序列 中 替 
代 的 不 同 ， 和 绰 白 质 可 能 具有 部 分 或 者 全 部 活性 。 


基因 间 抑 制 涉及 突变 tRNA 


抑制 基因 并 不 是 通过 改变 突变 基因 的 核 背 酸 序列 而 发 挥 作 用 的 。 相 反 ， 它 们 改变 
mRNA 模板 的 阅读 方式 。 最 著名 的 抑制 突变 例子 之 一 是 突变 tRNA 基因 ， 它 抑制 蛋白 
质 编码 基因 中 无 义 突 变 产 生 的 效应 〈 但 也 有 抑制 错 义 突变 ， 甚 至 移 码 突变 的 突变 tR- 
NA). 在 大 肠 杆 菌 中 ，3 个 终止 密码 子 都 有 抑制 基因 。 它 们 通过 把 终止 密码 子 阅读 成 一 
种 特异 氨基 酸 的 信号 而 起 作用 。 例 如 ， 有 3 个 研究 得 清楚 抑制 UAG 密码 子 的 基因 ， 在 
无 义 突变 位 置 一 个 抑制 基因 插入 Ser， 另 外 一 个 插入 Glu, 第 3 个 插入 Tyr。 在 3 个 
UAG 抑制 突变 中 ，3 种 氨基 酸 的 每 一 种 tRNA 的 反 密 码 子 都 已 经 发 生 改变 。 例 如 ，Tyr 
MATRA tRNA ”基因 内 的 一 个 突变 ， 该 突变 使 反 密 码 子 从 GUA (3 -AUG-5") 转变 
为 CUA (3 -AUC-5 )， 从 而 使 其 能 够 识别 UAG 密码 子 (图 15-7) 。Ser 和 Glu 抑制 
tRNA 也 产 目 反 密 码 子 中 的 单个 碱 基 突 变 。 

向 有 无 义 抑 制 子 的 细胞 含有 突变 改变 了 的 tRNA， 这 一 研究 发 现 带 来 了 这 样 的 问 
rl: 与 这 些 tRNA 相应 的 密码 子 如 何 能 继续 正确 地 阅读 呢 ?” 对 Tyr UAG 抑制 子 来 说 ， 
答案 来 自 于 有 3 个 分 别 独立 的 基因 编码 tRNA™ 的 发 现 。 一 个 编码 主要 的 tRNA TAH 
而 为 外 两 个 重复 的 基因 编码 表达 量 比 较 少 的 那 种 类 型 。 两 个 重复 基因 中 的 这 个 或 那个 总 
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无 义 密码 子 受到 抑制 ; 
酷 氨 酸 在 无 义 密码 子 
的 位 置 处 插入 ， 使 完 
整 的 多 肽 链 得 以 形成 


图 15-7 无 义 抑 制 。 本 图 显示 一 个 次 要 的 Tyr tRNA 如 何 作 用 以 抑 
制 mRNA 中 的 无 义 密 码 子 。 


证 抑制 突变 的 位 点 。UGA 抑制 就 没有 这 种 进退 两 难 的 情况 ， 它 是 由 一 种 突变 形式 的 
tRNA ? 介 导 的 ; 抑制 NA 仍然 具有 阅读 UGG (Trp) 密码 子 的 能 力 ， 同 时 也 能 识 
别 UGA 终止 密码 子 。 这 可 能 是 由 于 反 密 码 子 从 tRNA™ PAE AY CCA (3/-ACC-5’) 
将 变 为 突变 型 的 UCA (3 -ACU-5 ) ， 根 据 前 边 所 讨论 到 的 摆动 原理 ， 密 码 子 在 3' 位 置 
上 的 A 或 者 G 可 以 被 反 密 码 子 5 位 置 上 的 URH. 


无 义 突变 抑制 也 能 识别 正常 的 终止 信和 号 
无 义 抑制 行为 可 以 看 作 是 抑制 CRNA 和 释放 因子 之 间 的 竞争 。 当 一 个 终止 密码 子 


抑制 突变 可 以 存在 于 相同 或 不 同 的 基因 中 。535 。 


进入 核糖 体 A 位 点 ， 是 读 过 去 还 是 多 肽 链 终 止 ， 取 决 于 两 者 中 哪 一 个 优先 到 达 该 位 
Ao UGA 密码 子 的 抑制 是 有 效 的 。 在 有 抑制 tRNA 存在 时 ， 半 数 以 上 的 链 终 止 信和 号 
做 谈 成 特异 的 氨基 酸 密码 子 。 大 肠 杆 菌 可 以 耐 受 UAG 终止 密码 子 的 这 种 误 读 ， 因 为 
UAG 不 第 用 作 可 读 框 末端 的 链 终止 密码 子 。 相 反 ，UAA 密码 子 抑制 的 平均 频率 通常 
ΤΕ 176-575, ΠΗΡΕ UAA 抑制 tRNA 的 突变 细胞 生长 缓慢 。 这 是 可 以 预料 的 ， 因 
N UAA 常 第 用 作 链 终止 密码 子 ， 所 以 被 抑制 tRNA 识别 会 导致 产生 很 多 异常 的 长 
肽 链 。 


证 实 和 遗传 密码 的 正确 性 


如 前 所 述 ， 遗 传 密码 是 采用 涉及 无 细胞 蛋白 质 合成 系统 的 生物 化 学 方法 破译 的 。 但 
分 子 生物 学 家 一 般 对 仅仅 基于 体外 实验 的 方法 持 怀疑 态度 。 那 么 我 们 如 何 可 以 确定 活 细 
胞 内 的 遗传 密码 是 如 表 15-1 所 示 呢 ?当然 ， 在 目前 大 规模 DNA 测序 的 时 代 ， 从 微生物 
到 人 类 的 不 同 生 物 的 基因 组 中 所 有 核 苷 酸 序列 已 经 探 明 ， 遗 传 密码 子 不 但 得 到 确证 而 且 
表明 在 整个 生物 界 是 通用 的 或 几乎 通用 的 〈 见 下 )。 但 是 ，1966 年 ， 在 人 们 能 够 进行 
DNA 测序 之 前 很 入 ， 一 个 经 典 的 重要 实验 帮助 确证 了 遗传 密码 。 该 实验 是 通过 基因 重 
组 构建 Τά 哈 菌 体 的 突变 体 ， 该 突变 体 带 有 一 对 相互 抑制 的 插入 和 缺失 突变 (和 图 15-6 
的 实验 相似 )。 所 研究 的 基因 编码 一 种 细胞 壁 降解 酶 ， 即 溶菌 酶 ， 之 所 以 用 它 来 进行 实 
验 ， 是 因为 该 酶 比较 小 、 易 于 纯化 ， 并 且 它 的 所 有 氨基 酸 序 列 是 已 知 的 。 实 验 的 策略 是 
将 溶菌 酶 双 突 变 基因 的 氨基 酸 序 列 与 野生 型 基因 的 氨基 酸 序 列 进行 比较 。 

当 突 变 的 氨基 酸 序 列 (…NH,-Thr Lys Val His His Leu Met Ala Ala Lys-COOH) 
与 野生 型 (…NH2-Thr Lys Ser Pro Ser Leu Asn Ala Ala Lys-COOH) 比较 时 ， 发 现 其 
中 有 一 串 5 个 氨基 酸 不 同 (黑体 所 示 )。 这 一 观察 结果 表明 插入 和 缺失 突变 已 经 搅乱 了 
突变 体 信息 中 一 小 段 密码 子 的 排列 。 了 解 打 乱 的 密码 子 对 蛋白 质 氨 基 酸 序列 的 影响 为 认 
识 遗 传 密码 本 质 增加 了 重要 的 约束 条 件 。 特 别 是 ， 如 果 遗 传 密码 如 生物 化 学 实验 所 揭示 
的 那样 ， 就 可 能 鉴别 出 野生 型 序列 Ser Pro Ser Leu Asn 的 一 组 密码 子 ， 在 这 组 序列 的 
一 问 插 入 、 在 为 一 端 缺 失 ， 并 经 过 恰如其分 的 排列 ， 能 够 定义 出 突变 氨基 酸 的 序列 。 事 
实 上 ， 有 办 法 这 样 做 ， 就 是 要 在 基因 编码 序列 的 5' 端 构建 一 个 核 苷 酸 的 缺失 ，3' 端 构建 
一 个 核 车 酸 的 插入 : 

NH,2-Lys Ser Pro Ser Leu Asn Ala-COOH 
5 -AAA AGU CCA UCA ΟΠ AAU σα’ 
5 -AAA GUC CAU CAC UUA AUG ας: 
NH,-Lys Val His His Leu Met Ala-COOH 

你 可 以 发 现 ， 这 种 方案 可 以 确证 几 种 不 同 的 密码 子 ， 而 且 证 明 在 体内 不 止 一 种 的 同 
义 密码 子 定 义 相 同 的 氨基 酸 (如 5 -CAU-3 和 5' -CAC-3' 均 定义 His) 。 最 后 一 点 ， 也 是 
非常 重要 的 一 点 ， 即 该 研究 方案 证 明了 翻译 过 程 是 沿 着 5' 一 3' 端 方向 进行 的 。 (提示 : 
当 你 在 研究 中 从 3 一 5 端 排列 每 一 个 密码 子 ， 你 能 和 否 按照 从 氨基 端 到 羧基 端的 方向 正确 
说 明 两 个 氨基 酸 的 序列 ,) 
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大 规模 基因 组 测序 的 结果 已 经 广泛 地 证 实 了 预期 的 遗传 密码 子 的 通用 性 。 密 码 子 的 
通用 性 对 于 我 们 了 解 进 化 有 着 重大 的 影响 ， 因 为 它 使 直接 比较 基因 组 序列 已 知 的 所 有 生 
物 的 重 日 质 编码 序列 成 为 可 能 。 在 第 21 章 ， 我们 将 要 讨论 到 ,已 有 强 有 力 的 计算 机 程 
序 ， 可 以 从 大 量 的 生物 种 类 中 搜索 和 发 现 所 预测 的 基因 编码 序列 的 相似 性 。 遗 传 密码 的 
通用 性 还 帮助 建立 了 遗传 工程 领域 ， 使 在 代理 宿主 生物 中 表达 编码 有 用 蛋白 质 产物 的 克 
隆基 因 成 为 可 能 ， 如 在 细菌 中 生产 人 类 胰岛 素 ( 详 见 第 21 章 )。 

为 了 了 了解 遗传 密码 的 保守 性 ， 想 一 想 如 果 遗 传 密码 发 生 突变 将 会 发 生 什 么 。 例 如 ， 
一 个 突变 可 能 改变 对 应 于 UCU 的 那 类 Ser tRNA 分 子 ， 使 它 转 而 识别 UCU 序列 。 这 
对 只 含有 一 个 指导 tRNA 合成 的 基因 的 单 倍 体 细胞 而 言 是 致命 的 ， 因 为 Ser 将 不 能 插 
入 到 重 日 质 序列 中 许多 正常 的 位 置 上 。 即 使 有 多 于 一 个 的 tRNA 基因 (如 二 售 体 细 
胞 )， 这 种 突变 仍然 是 致命 的 ， 因 为 这 将 导致 在 细胞 蛋白 质 中 很 多 Phe 被 Ser 同时 取代 。 

从 上 述 观 点 出 发 ， 对 某 些 亚 细胞 器 中 的 遗传 密码 和 标准 密码 有 些微 差异 的 发 现 就 显 
得 完全 出 乎 人 们 的 意料 了 。 这 是 在 研究 人 线粒体 基因 组 DNA 全 长 16 569bp 时 才 意 识 到 
的 。 但 之 前 在 酵母 、 果 蝇 和 高 等 植物 线粒体 中 已 经 观察 到 该 现象 。 已 知 编码 蛋白 质 区 域 
的 序列 揭示 了 在 标准 密码 子 和 线粒体 密码 子 之 间 存 在 以 下 的 差异 (3156). 

。 UGA 编码 Trp， 而 非 终 止 信号 。 因 此 线粒体 tRNA™™ 的 反 密 码 子 既 识 别 UGG， 也 识 
别 UGA， 似 乎 遵循 传统 的 摆动 规则 。 

。 非 起 始 的 Met 既 可 以 由 AUG 编码 ， 也 可 以 由 AUA 编码 。 

。 在 哺乳 动物 的 线粒体 中 ，AGA 和 AGG 并 不 编码 Arg (在 “通用 ”密码 里 Are 有 6 
个 密码 子 )， 而 是 指示 链 的 终止 。 因 此 ， 在 哺乳 动物 的 线粒体 密码 中 有 4 个 终止 密码 
子 (UAA, UAG, AGA 和 AGG), 

。 在 果 蝇 的 线粒体 中 ，AGA 和 AGG 也 不 编码 Arg， 而 是 编码 Ser, 

也 许 并 不 奇怪 ， 谈 到 解码 线粒体 信息 的 规则 ， 线 粒 体 tRNA 同样 不 同 寻常 。 哺 乳 
动物 线粒体 中 只 有 22 个 tRNA， 但 根据 摆动 原则 ， 至 少 需要 32 种 tRNA 分 子 来 解码 通 
HEBT. FR, -TAERA 4 种 密码 子 (密码 子 第 1 和 第 2 位 置 的 核 苷 酸 相 同 ) 
来 定义 时 ， 只 涉及 单一 的 线粒体 tRNA, 《而 在 非 线粒体 系统 ， 至 少 需要 2 种 tRNA 分 
子 。) 线粒体 tRNA 的 反 密 码 子 5 (摆动 ) 位 置 上 的 核 苷 酸 都 是 一 个 U， 它 可 以 和 密码 
子 3 位 置 上 的 4 种 核 苷 酸 中 的 任何 一 种 进行 配对 。 如 果 密 码 子 3' 位 置 上 是 由 味 吟 碱 基 组 
成 的 密码 子 ， 与 由 喀 啶 碱 基 组 成 的 密码 子 编码 不 同 的 氨基 酸 ， 那 么 线粒体 tRNA 反 密 
码 子 5 第 一 核 背 酸 位 置 上 是 经 过 修饰 的 U， 它 限制 摆动 ， 只 与 两 个 味 吟 配对。 

通用 密码 子 例外 的 情况 不 限于 线粒体 ， 也 见于 几 个 原核 生物 基因 组 和 某 些 真 核 生 物 
的 核 基因 组 。 细 于 山羊 文 原 体 (Mycoplasma capricolum) 用 UGA 编码 Trp， 而 非 终 
止 密码 子 。 同 样 地 ， 一 些 单 细胞 原生 动物 用 UAA 和 UAG 编码 Gln， 而 在 “通用 ” 密 
码 子 中 ， 它 们 是 终止 密码 子 。 最 后 ， 在 “通用 ”密码 中 一 个 氨基 酸 (Lev) 的 密码 子 


表 15-6 ”哺乳 动物 线粒体 的 遗传 密码 ， 


UUU Phe 
UUC (GAA) 
UUA γαι 
UUG (UAA) 


CUU 
CUC Leu 
CUA (UAG) 


CUG 


AUU Ile 
AUC (GAU) 


Met 


AUG (GAU) 


第 1 个 位 置 (5' ἐπ) 


GUC Val 
GUA (UAC) 
GUG 


第 2 个 位 置 


UAU Tyr 
UAC (GUA) 


终止 子 
终止 子 


Prn 
(UGG) 


Asn 
~+ (GUU) 


Lys 
v (UUW 


; (GUC) | σας 


Glu GGA (GCC) 


;} (UUC) 


Gly 


E 0) BAY € 


x 线粒体 遗传 密码 与 “通用 ”遗传 密码 ( 表 15-1) 的 区 别 用 阴影 表示 
t 每 一 组 密码 子 用 阴影 表示 并 有 单一 的 tRNA BE, tRNA 的 反 密码 子 以 5'>3' 写 在 括号 内 。 每 4 密码 子 
组 锌 1 个 tRNA 阅读 ， 该 tRNA 的 反 密 码 子 的 第 一 个 (5') 位 置 有 一 个 U。 未 端 为 U/C 或 者 A/G 的 2- 密 码 
于 组 在 通过 tRNA 的 GU 摆动 来 阅读 ， 反 密码 子 第 一 位 置 分 别 是 G 或 TU. 反 义 密码 子 经 常 含 有 修饰 碱 基 。 
+ 注意 在 反 义 密 码 子 第 一 位 置 的 C 进行 不 寻常 的 配对 。 
(CUG) ， 在 假 丝 酵母 (Candida) 中 变 成 了 另 一 个 氨基 酸 (Ser) 的 密码 子 。 


小 结 
es 


从 细 匣 到 人 类 每 一 种 生物 都 “通用 ”的 遗传 密码 中 ，61 种 密码 子 编码 特定 的 氨基 
Ms FOR 3 种 是 终止 密码 子 。 密 码 子 有 高 度 的 简 并 性 ， 即 几 种 密码 子 ( 同 义 ) 通 党 与 一 
种 反 基 酸 相 对 应 。 有 时 一 个 特定 的 tRNA 可 以 特异 地 识别 几 种 密码 子 ， 这 种 能 力 来 自 
于 反 密 码 子 5 端 碱 基 的 摆动 。 终 止 密码 子 UAA、UAG 和 UGA 由 特异 的 重 白质 识别 ， 
而 非特 异 的 tRNA 分 子 。 

遗传 密码 子 遵守 3 个 原则 : 密码 子 从 5 ->3 方向 进行 阅读 ;密码 子 相互 不 重 释 并 日 
RERA SEIR; 信息 是 在 固定 的 可 读 框 里 翻译 的 ， 可 读 框 由 起 始 密码 子 设 定 . 

遗传 密 码 是 通过 在 无 细胞 提取 物 中 研究 蛋白 质 合成 而 破译 的 。 在 原 信使 组 分 消耗 歼 
尽 的 提取 物 中 加 入 新 的 mRNA 导致 产生 新 的 蛋白 质 ， 它们 的 氨基 酸 序列 是 由 外 加 的 
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mRNA 所 决定 的 。 对 合成 的 多 聚 核糖 核酸 poly-U 可 以 特异 地 编码 poly-Phe 的 发 现 是 踪 
传 密码 破译 的 第 一 步 (也许 是 最 重要 的 一 步 )。 用 其 他 合成 的 均一 的 多 聚 核糖 核酸 (如 
poly-C 等 ) 或 者 混合 的 多 聚 核糖 核酸 (如 poly-AU 等 )， 使 不 同 氨基 酸 的 密码 子 组 成 得 
以 确定 。 密 码 子 中 核 苷 酸 的 准确 排列 的 最 终 确定 则 源 自 随后 的 对 于 特异 的 三 核 苷 酸 
-tRNA- 核 糖 体 相互 作用 的 研究 以 及 常见 的 共聚 物 作为 信使 的 使 用 。 

改变 密码 的 点 突变 包括 错 义 突变 ， 它 使 一 个 氨基 酸 的 密码 子 变 为 男 外 一 个 氨基 酸 的 
密码 子 ; 无 义 突 变 可 以 使 蛋白 质 的 合成 过 早 终止 ; 移 码 突变 则 改变 遗传 信息 的 可 读 框 。 
在 一 些 情况 下 ， 错 义 突 变 、 无 义 突 变 和 移 码 突变 的 效应 可 以 部 分 地 被 基因 外 抑制 所 逆 
转 。 例 如 ， 突 变 的 tRNA 可 以 将 由 于 无 义 突 变 造 成 的 终止 密码 子 阅读 成 编码 特异 的 氧 


基 酸 的 密码 于 。 


在 线粒体 基因 组 及 一 些 原 核 生 物 、 单 细胞 原生 动物 的 主要 基因 组 中 使 用 些 稍微 不 同 
的 遗传 密码 ， 如 “通用 密码 ”中 的 终止 密码 子 UGA， 在 线粒体 、 原 核 生 物 、 原 生动 物 


基因 组 中 编码 Trp. 
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本 篇 概要 


«51163 原核 生物 的 基因 调控 

。 第 17 章 真 核 生物 的 基因 调控 
«5188 调控 RNA 

。 第 19 章 发 育 和 进化 的 基因 调控 
。 第 20 章 基因 组 分 析 与 系统 生物 学 


在 第 3 篇 ， 我 们 讲述 了 DNA 编码 的 遗传 信息 是 如 何 表达 的 ， 包 括 从 DNA 序列 转 
录 为 RNA 和 以 RNA 为 模板 翻译 为 蛋白 质 。 

并 非 所 有 细胞 的 全 部 基因 总 在 不 断 地 表达 。 实 际 上 ， 生 命 很 大 程度 上 依赖 于 细胞 在 
不 同时 间 、 不 同 空间 以 不 同 的 组 合 、 表 达 不 同 的 基因 。 甚 至 一 种 低 等 的 细菌 在 特定 时 间 
里 也 只 表达 有 茶 些 基因 一 一 保证 可 以 合成 某 些 酶 以 代谢 它 所 遇 到 的 营养 物 ， 同 时 却 不 合成 
其 他 营养 物 代谢 所 需 的 酶 。 多 细胞 有 机 体 的 发 育 为 这 种 所 谓 的 “差异 基因 表达 ”提供 了 
典型 的 例子 。 基 本 上 ， 所 有 的 人 类 细胞 包含 相同 的 基因 ， 但 是 在 形成 某 种 类 型 的 细胞 时 
表达 的 一 套 基 因 与 形成 另 一 类 型 的 细胞 时 所 表达 的 基因 是 不 同 的 。 因 此 ， 肌 肉 细 胞 中 表 
达 的 一 套 基因 (至 少 是 部 分 的 ) 与 神经 元 或 者 皮肤 细胞 等 所 表达 的 基因 是 不 同 的 ， 这 些 
不 同 出 现在 转录 水 平 上 一 一 最 常见 于 转录 起 始 上 。 

在 接 下 来 的 草 记 中 ， 我 们 将 看 一 下 基因 是 如 何 被 调控 的 。 第 16 章 将 讲述 细菌 中 的 
基因 调控 ， 正 是 从 细菌 体系 中 得 到 了 最 基本 的 调控 原理 。 首 先 ， 将 举 几 个 简单 的 例子 展 
ZN Fe oe Val PE AAAS [a] SE, SE LR lac 操纵 子 ， 它 们 的 基因 编码 代谢 乳糖 所 需 的 蛋白 
质 ， 并 只 在 培养 基 中 有 乳糖 时 才 表 达 ; 接着 将 讨论 操纵 基因 表达 的 后 续 步 骤 中 的 基因 调 
fe, BUN, RNA 延伸 和 翻译 ; 最后， 我 们 会 描述 吻 菌 体 入 在 感染 细菌 时 如 何 通过 表达 
不 同 的 基因 来 选择 发 育 途 径 。 

在 第 17 章 中 ， 我 们 将 讨论 真 核 生 物 基因 表达 的 基本 机 制 ， 包 括 酵 母 和 高 等 真 核 生 
物 中 发 现 的 简单 实例 ， 并 将 转录 激活 和 抑制 的 机 制 与 细菌 的 进行 比较 ， 可 以 看 到 哪些 机 
制 是 保守 的 ， 哪 些 机 制 是 新 增 的 一 一 最 值得 指出 的 是 染色 质 修 饰 的 作用 (第 7 章 讨论 的 
类 型 )。 我 们 也 将 看 到 小 RNA 分 子 如 何以 各 种 方式 调控 基因 表达 。 

第 13 章 曾 讲 到 ， 在 真 核 生物 中 ，RNA 的 剪接 经 常 发 生 在 翻译 之 前 ， 这 为 一 种 特定 
基因 的 调控 提供 了 为 一 个 步骤 。 在 这 种 情况 中 ， 调 控 不 仅 能 决定 某 一 基因 何 时 表达 ， 还 
可 以 决定 合成 几 个 选择 性 蛋白质 中 的 哪 一 个 。 

第 18 RAIS 19 章 将 从 发 育 生 物 学 的 角度 中 讨论 基因 调控 。 在 第 18 章 ， 我 们 会 讲 
述 在 一 群 遗 传 上 等 同 的 细胞 〈 如 发 育 中 的 胚胎 ) 中 基因 如 何 调控 以 赋予 细胞 种 类 特异 性 
(分 化 ) 和 类 型 形成 (形态 发 生 ) 。 第 19 章 将 帮 有 我 们 去 理解 亲缘 关系 很 近 的 生物 的 多 样 
性 以 及 其 中 许多 生物 的 形态 和 行为 差异 不 是 由 于 基因 的 变化 造成 的 ， 而 是 由 于 每 种 生物 
中 的 基因 在 发 育 过 程 中 表达 的 位 置 及 时 间 的 不 同 导 致 的 。 


冷 果 港 实验 室 资料 库 中 的 照片 


Edward Lewis, Carl Lindegren, Alfred Hershey 和 Joshua Led- 
erberg 1951 年 ， 基 因 和 突变 讨论 会 。Lewis ΗΕ HK 
型 (第 18 章 ) 倡导 了 发 育 的 遗传 学 分 析 ， 并 因此 分 享 了 
1965 EFWE N IREX, Lindegren 是 酵母 遗传 学 (第 21 
H) 的 开创 者 。Hershey 带领 包括 Max Dedlbruk 和 Salvador 
Luria 的 研究 小 组 在 分 子 生 物 学 的 早期 应 用 鸣 菌 体 作为 模型 
系统 (第 21 章 )， 他 们 三 人 共同 获得 1969 年 的 诺 贝尔 医学 
Ko Lederberg 则 发 现 了 DNA 在 细菌 间 可 以 通过 锐 称 为 接合 
的 交配 过 程 传递 (第 21 章 )， 他 也 因此 而 分 享 了 1958 年 的 
语 贝 尔 医学 奖 。 


Christiane Niisslein-Volhard 1996 年 ， 冷 泉 港 实验 
室 斑马 鱼 的 发 育 和 遗传 学 会 议 。 由 Nusslein-Vol- 
hard 和 她 的 同事 Eric Wieschaus 在 果 蝇 中 进行 的 
RAEM LEMA SRW 〈 可 能 也 是 所 有 动物 ) 的 早 
期 胚胎 发 育 中 的 许多 关键 基因 (第 18 章 )， 两 人 
也 因此 与 Edward Lewis 共享 了 1995 {ΕΛ | aK 


Jeffrey Roberts 和 Ann Burgess 1970 年 ， 遗 传 物 
质 转 录 讨 论 会 。Roberts 的 研究 集中 在 细菌 和 喉 菌 
体 中 调控 基因 表达 的 调控 蛋白 ， 特 别 是 lambda 中 
的 抗 终止 子 (第 16 Æ), Burgess 是 一 名 生物 学 教 
育 者 ， 并 参与 全 国 性 的 改进 科学 教 育 活 动 。Ro- 
berts 是 本 书 前 一 版 的 作者 之 一 ， 而 本 版 作者 之 一 
Tania Baker (TB) 是 Burgess M 32 R. 
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Mark Ptashne 和 Joseph Goldstein 1988 年 ， 分 子 生 物 学 
和 信号 转 导 讨论 会 。 受 到 Jacob 和 Monod 关于 基因 表达 
调控 的 早期 观点 启发 ，Ptashne 描述 了 这 些 机 制 在 分 子 水 
平 上 是 如 何 起 作用 的 (第 16 和 17 章 )。Goldstein 和 其 长 
期 的 合作 伙伴 Michael Brown 发 现 了 控制 参与 胆固醇 代 
谢 的 基因 表达 的 信号 转 导 路 径 (第 17 章 )， 他 们 因此 获 
得 1985 FRN OR EAR 


Jacques Monod 和 Leo Szilard 1961 年 ， 冷 泉 港 实验 室 。 
Monod 与 Francois Jacob 一 起 阐明 了 基因 表达 调控 的 操纵 
子 模型 (第 16 章 )， 他 们 与 同事 Andre Lwoff 因 这 一 成 
就 获得 了 1963 年 的 诺 贝 尔 医学 奖 。Leo Szilard 是 战 时 核 
物理 学 家 ， 在 参加 了 1947 年 冷泉 港 的 抗菌 素 课程 后 转向 
了 分 子 生 物 学 ， 他 和 Aaron Novick 在 芝加哥 主持 一 个 实 
验 室 (K: Courtesy of Esther Bubley) 。 
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I. H. Herskowitz 夫人 与 儿子 Ira 和 Joel 在 一 起 1947 
年 ， 核 酸 和 核 蛋 白 讨 论 会 。Ira Herskowitz 首创 了 用 酿酒 
BER (S. cerevisiae) 作为 分 子 生 物 学 研究 的 模式 生物 
(第 21 草 )， 像 他 早期 研究 吻 菌 体 lambda 一 样 ， 他 对 酵 
母 中 基因 调控 的 观点 也 做 出 了 主要 贡献 。 其 父亲 Irwin, 
后 来 是 一 本 遗传 学 教科 书 的 作者 ， 当 年 正 参 加 讨论 会 。 


Craig Mello，2004 年 表 观 遗传 学 讨论 会 。 与 Andrew 
Fire 一 起 ，Mello 发 现 将 dsRNA 导入 细胞 ， 与 该 
RNA 同 源 的 基因 可 以 被 沉默 。 正 是 这 项 被 他 们 成 为 
RNA 干扰 的 发 现 ， 开 拓 了 整个 RNAi 领域 (第 18 
章 ) 。 他 们 分 享 了 2006 年 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。 


Scott Emmons, Gary Ruvkun 和 Barbara Meyer, 2004 年 表 观 遗 
传 学 讨论 会 。 在 研究 蠕虫 的 发 育 遗 传 学 过 程 中 ，Victor Am- 
bros 和 Ruvkun 鉴定 了 第 一 个 miRNA AE A PEA (第 18 
章 ) 。 美 国 国家 航空 航天 局 (ΝΑΣΑ) 的 工 恤 暗示 了 Ruvkun 其 
他 方面 的 兴趣 : 在 火星 上 寻找 生命 。Emmons 在 从 基因 表达 的 
神经 生物 学 的 各 个 水 平 研究 蠕虫 的 行为 ，Meyer 作为 对 阐明 入 
吃 销 体 遗 传 转换 有 重要 贡献 的 研究 生 ， 目 前 研究 蠕虫 的 性 别 决 
定 和 剂量 补偿 (第 18 ΞΕ), 


Richard Jorgensen 和 David Baulcombe, 2006 年 调控 ΕΝΑ 讨论 会 。Jor- 
gensen 发 现 牵 牛 花色 素 基因 的 过 表达 会 产生 白色 花 而 不 是 深 紫 色 花 
(第 18 章 ) 。 虽 然 当 时 并 不 清楚 产生 这 种 现象 的 原因 ， 但 现在 知道 是 由 
F RNAi, 小 干扰 RNA 一 一 该 过 程 的 重要 中 介 物 一 一 后 来 被 Baul- 
combe 鉴定 (第 18 È), 
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本 章 概 要 在 第 12 章 我 们 了 解 了 DNA 是 怎样 由 RNA 聚合 
ó RE Se RNA 的 ， 同 时 我 们 还 描述 了 启动 子 (位 于 
转录 调控 的 原理 基因 起 点 、 结 合 转录 酶 和 起 始 转录 的 区 域 ) 的 组 成 组 


分 。 细 菌 中 最 常见 的 RNA RAM CHEAT o) 识别 的 
尼 动 子 由 3 种 组 分 组 成 ， 即 “一 10”、“ 一 35” 和 “上 


转录 起 始 的 调控 : 游 ”组 分 。 我 们 已 知 某 一 特定 启动 子 的 活性 强度 决 
原核 生物 的 实例 定 于 其 拥有 上 面 3 种 组 分 中 的 哪些 及 其 在 多 大 程度 

上 达到 最 佳 匹配 。 在 缺乏 调控 因子 的 情况 下 ， 这 些 

A Wie aS: 调控 的 层次 组 分 决定 了 聚合 酶 的 结合 效率 ,一旦 有 了 调控 因子 ， 


它们 便 主 导 了 转录 的 起 始 。 

本 章 我 们 将 看 一 下 表达 调控 的 机 制 ， 即 细胞 根据 对 基因 产物 需求 的 变化 提升 或 降低 
表达 的 机 制 。 基 因 的 表达 可 在 多 个 阶段 受到 调控 ， 最 为 常见 的 是 在 转录 起 始 阶段 。 本 音 
的 大 量 篇 幅 将 集中 在 细菌 的 相应 调控 步骤 上 。 我 们 将 从 调控 的 一 般 机 制 和 原则 开始 ， 接 
看 看 儿 个 研究 较为 透彻 的 例子 ， 这 几 个 例子 将 展示 基本 的 调控 机 制 是 怎样 以 不 同 组合 方 
式 控制 基因 在 特定 的 生物 背景 中 的 表达 。 我 们 也 会 论 及 转录 后 运作 的 基因 调控 机 制 ， 这 
包括 转录 抗 终止 作用 和 翻译 调控 。 


转录 调控 的 原理 


荃 因 表达 由 调控 蛋白 控制 


正如 我 们 在 这 一 部 分 的 序言 中 所 描述 的 ， 基 因 常 常 由 外 部 信号 控制 。 在 细菌 中 ， 主 
委 征 由 培养 基 中 存在 的 分 子 信号 控制 。 这 些 信 号 由 调控 蛋白 传送 给 基因 。 调 控 蛋 白 可 分 
为 两 类 . 正 调 控 和 蛋白 或 活化 子 (activator, META). 负 调 控 和 蛋白 或 抑制 子 (repress- 
or， 叉 详 阻 遏 物 )。 这 些 调控 蛋白 通常 都 是 DNA 结合 蛋白 ， 它 们 识别 受 其 控制 的 基因 
上 的 或 基因 附近 的 特异 位 点 。 活 化 子 增强 受 调控 基因 的 转录 ， 抑 制 子 降低 或 消除 相应 基 
因 的 转录 。 

这 些 调 控 重 日 是 如 何 作 用 的 呢 ? 我 们 来 回想 一 下 第 12 章 中 描述 的 转录 起 始 步 又 
(图 12-3), HÆ, RNA RAMESH BAK (closed complex) (其 中 的 DNA 双 链 仍 
在 一 起 ) 中 结合 到 启动 子 上 。 接 着 ， 聚 合 酶 -启动 子 复合 体 转变 为 开放 复合 体 ， 这 其 中 
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枝 录 起 始 位 点 的 DNA 是 解 链 的 ， 此 时 聚合 酶 定位 以 便 起 始 转录 。 接 下 来 是 启动 子 脱光 
(promoter escape) ， 这 时 聚合 酶 离开 局 动 子 开始 转录 。 活 化 子 在 哪 一 步 激 活 、 抑 制 子 在 
哪 一 步 抑制 ， 这 要 看 具体 的 启动 子 和 调控 蛋白 而 定 。 接 下 来 ， 我 们 将 看 到 两 种 类 型 的 
调控 。 
很 多 启动 子 通过 协助 RNA 聚合 酶 结合 DNA 的 活化 子 和 阻碍 两 者 结合 的 
抑制 子 进 行 调控 

iA VEE AN, RNA 聚合 酶 只 是 微弱 地 结合 在 启动 子 上 。 这 是 因为 该 启动 子 缺 
少 一 种 或 多 种 上 文 论 及 的 启动 子 组 分 ， 或 这 些 启动 子 组 分 不 完整 。 当 聚合 酶 结合 了 启动 
了 于 时 ， 它 会 目 动 地 经 由 封闭 复合 体 到 开放 复合 体 的 转变 从 而 启动 转录 。 这 导致 基因 的 组 
成 型 表达 (constitutive expression), 或 称 为 本 底 水 平 (basal level) 表达 。 在 这 一 情况 
H, RNA 聚合 酶 的 结合 是 限 速 步骤 (图 16-14). 


a 


本 底 水 平 的 转录 


活化 子 结 L 操作 子 | 
合 位 点 ADT 


16-1 通过 募集 RNA 聚合 酶 激活 转录 。a. 在 活化 子 和 抑制 子 都 
不 存在 的 时 候 ，RNA 聚合 酶 偶尔 会 自动 结合 启动 子 并 起 始 低 水 平 
(基本 水 平 ) 的 转录 。b. 抑制 子 结合 了 操作 子 序列 阻碍 了 RNA ΞΕ 
合 酶 的 结合 从 而 抑制 了 转录 。c. 活化 子 募集 RNA 聚合 酶 造成 了 
高 水 平 的 转录 。RNA 聚合 酶 被 募集 形成 封闭 复合 体 ， 接 着 ， 封 闭 
复合 体 自 动 异 构 化 为 开放 复合 体 并 起 始 转录 。 如 果 抑 制 子 和 活化 
子 都 存在 并 都 有 功能 ， 一 般 来 说 ， 抑 制 子 活 性 会 优 于 活化 子 (这 
种 情况 在 本 图 中 未 展示 ) 。 
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抑制 子 要 控制 从 某 一 启动 子 起 始 的 表达 ， 只 需 结合 到 与 聚合 酶 结合 区 相 重 释 的 位 点 
上 。 抑 制 子 就 以 此 阻碍 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 从 而 阻止 转录 (图 16-1b)。 当 然 ， 抑 制 也 
可 以 其 他 方式 实现 ， 这 一 点 也 很 重要 。DNA 上 抑制 子 结合 的 位 点 称 为 操作 子 (operator) 。 

活化 子 通过 协助 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 从 而 激活 从 该 启动 子 开始 的 转录 。 通 常 ， 这 
征 徘 如 下 步骤 实现 的 : 活化 子 以 其 一 个 表面 结合 到 启动 子 附 近 的 某 一 DNA 位 点 ; 同 
时 ， 以 为 一 表面 与 RNA 聚合 酶 相互 作用 ， 将 聚合 酶 带 到 启动 子 〈 图 16-1c)。 这 一 机 制 
ΤΑ (recruitment), 这 是 一 个 集 日 质 协同 结合 DNA (cooperative binding of 
proteins to DNA， 第 5 章 ) 的 例子 。 活 化 子 和 聚合 酶 的 相互 作用 以 及 活化 子 与 DNA 的 
相互 作用 只 起 “黏合 ”作用 : 酶 是 有 活性 的 ， 而 活化 子 只 是 将 酶 带 到 启动 子 附 近 。 一 日 
聚合 酶 结合 到 启动 子 ， 它 就 自动 地 使 封闭 复合 体 异 构 化 为 开放 复合 体 并 起 始 转录 。 

E. colt BY lac 基因 就 是 由 活化 子 和 抑制 子 以 这 种 简单 的 方式 调控 转录 的 。 本 章 我 们 
还 将 详细 讲述 这 一 基因 的 转录 调控 ， 


REEF Σ ΠΗ RNA 聚合 酶 对 结合 后 的 转录 步骤 起 作用 


局 动 子 的 调控 方式 并 不 局 限于 一 种 。 因 此 ， 我 们 需要 从 上 面 提 到 的 简单 转录 调控 方式 
的 反面 来 考虑 。 在 这 种 情况 下 ，RNA 聚合 酶 不 需 协 助 就 结合 在 DNA 上 并 形成 稳定 的 封闭 
复合 体 ， 但 是 这 一 封闭 复合 体 却 不 会 自动 转变 成 开放 复合 体 (图 16-2a) 。 在 这 一 启动 子 
上 ,活化 于 必须 刺激 闭合 复合 体 转变 为 开放 复合 体 ， 因 此 这 一 转变 就 是 限 速 步骤 ， 


无 日 动 异 构 化 ,， 
因此 无 转录 


转录 的 激活 水 平 


图 16; 变 构 激活 ΕΝΑ RAM. a RNA 聚合 酶 结合 封闭 复合 体 中 的 
HAF; b 活化 子 和 聚合 酶 相互 作用 引起 转变 为 开放 复合 体 及 高 水 平 


第 12 ΒΕ. 


刺激 这 类 局 动 子 的 活化 子 通 过 引起 RNA 聚合 酶 或 DNA 的 构象 改变 起 作用 。 也 就 
征 说 ， 它 们 与 稳定 的 封闭 复合 体 相 互 作用 诱导 发 生 构象 改变 引起 封闭 到 开放 复合 体 的 转 
ZE (KI 16-20). 。 这 一 机 制 就 是 变 构 Callostery) 的 一 个 例证 。 
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在 第 5 草 我 们 遇 到 过 的 变 构 是 一 种 常见 的 控制 蛋白 质 活 性 的 机 制 。 当 时 我 们 考虑 过 
HE TPIS, A AIBA) 结合 并 激活 一 个 激酶 (Cdk) 从 而 在 细胞 分 裂 调 
控 中 起 作用 。 细 胞 分 裂 素 通过 诱导 激酶 构象 改变 ， 将 它 从 非 活性 状态 改变 为 活性 状态 
(图 5-27)。 本 革 中 ， 我 们 将 看 到 两 个 转录 活化 子 通 过 变 构 起 作用 的 例子 。 在 第 一 例 
(ΕΙΠΑ AAF) P, WEF (NtrC) 与 在 启动 子 上 结合 的 封闭 复合 体 中 的 RNA 聚合 酶 
相互 作用 ， 刺 激 转 变 为 开放 复合 体 。 在 另 一 例 (merT 启动 子 ) 中 ， 活 化 子 (MerR) 
却 是 通过 诱导 启动 子 DNA 的 构象 改变 达成 同一 效应 的 。 

关于 这 一 主题 也 有 例外 : 有 些 启动 子 在 多 种 步骤 中 都 是 失 活 的 ， 同 时 也 能 够 被 多 种 
机 制 激活 。 而 抑制 子 也 可 以 多 种 方式 作用 而 不 仅仅 是 阻碍 ΕΝΑ 聚合 酶 的 结合 。 例 如 ， 
有 些 抑 制 子 抑制 封闭 到 开放 复合 体 的 转变 或 者 启动 子 脱 逃 。 在 本 章 后 面 的 内 容 中 我 们 将 
看 一 些 这 方面 的 例子 。 


远程 激活 和 DNA 环 化 


到 目前 为 止 我 们 已 经 假定 了 DNA 结合 蛋白 彼此 相互 作用 结合 到 临近 的 位 点 (如 图 
16-1 和 图 16-2 中 所 示 RNA 聚合 酶 和 活化 子 ) ， 事 实 也 常常 如 此 。 但 是 有 些 互 作 蛋白 质 
的 结合 位 点 在 DNA 上 相距 较 远 。 在 这 种 情况 下 ， 为 了 使 蛋白 质 相互 作用 ， 结 合 位 点 之 
AJA) DNA 就 会 形成 环 ， 让 蛋白质 结合 位 点 彼此 靠近 (图 16-3) 。 


图 16-3 DNA 结合 蛋白 的 相互 作用 。a. 蛋白 质 协同 结 
SAAB LAs b 蛋白 质 协同 结合 分 离 的 位 点 。 


在 细 梢 中 我 们 遇 到 这 种 蛋白 质 的 互 作 方式 的 例子 。 实 际 上 ， 我 们 已 经 提 及 的 NtrC 
活化 子 就 是 进行 “远程 ”激活 的 其 结合 位 点 一 般 位 于 启动 子 上 游 150bp 处 ， 在 结合 
MAE kb 或 更 多 ) 的 时 候 该 活化 子 也 能 发 挥 作 用 。 抑 制 子 相 互 作 用 使 DNA 形成 
长 达 3kb 的 环 的 情况 也 不 少见 。 在 下 一 章 ( 真 核 基 因 调 控 ) 的 内 容 中 ， 我们 还 将 遇 到 
更 多 、 更 生动 的 “远程 激活 ”的 例子 。 

使 距离 很 远 的 DNA 位 点 靠近 以 便 DNA 链 环 化 的 方式 之 一 是 在 这 些 位 点 之 间 的 
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DNA 序列 上 再 结合 其 他 蛋白 质 。 细 菌 中 就 有 这 样 的 例子 ， 即 在 活化 子 结合 位 点 和 启动 
子 之 间 另 有 蛋白 质 结合 ， 它 使 DNA 弯曲 ， 协 助 活化 子 和 聚合 酶 相互 作用 (图 16-4). 
在 其 他 过 程 中 也 有 这 种 “构架 型 ”的 蛋白 质 协助 蛋白 质 相互 作用 (如 位 点 特异 性 重组 ， 
第 11 章 )。 


16-4 DNA- 弯 曲 蛋白 能 够 协助 DNA- 结 合 蛋白 间 的 相互 人 作用。 弯曲 DNA 的 蛋白 质 结 
合 到 活化 子 结合 位 点 和 启动 子 之 间 的 位 点 。 这 使 得 两 个 位 点 在 空间 上 更 接近 从 而 协助 
DNA- 结 合 活 化 子 和 聚合 酶 的 相互 作用 。 


协同 结合 和 变 构 在 基因 调控 中 有 多 种 作用 


我 们 已 经 指出 简单 的 协同 结合 可 以 介 导 基因 激活 : 活化 子 自发 地 与 DNA 和 聚合 酶 
相互 作用 从 而 稚 集 RNA 聚合 酶 到 启动 子 上 。 另 一 方面 ， 我 们 也 描述 了 蛋白 质变 构 作 用 
介 导 激活 转录 的 情形 : 活化 子 与 结合 到 启动 子 上 的 聚合 酶 ， 通 过 诱导 酶 或 启动 子 发 生 构 
象 变化 ， 刺 激 转录 起 始 。 在 基因 调控 中 ， 协 同 结合 和 变 构 还 有 其 他 作用 。 

例如 ， 经 党 有 成 组 的 调控 蛋白 共同 结合 到 DNA 上 ， 即 两 个 或 多 个 活化 子 和 (或 ) 
抑制 子 彼此 互 作 并 与 DNA 相互 作用 ， 从 而 彼此 协助 结合 到 它们 共同 调控 的 基因 附近 。 
我 们 将 看 到 ， 这 种 相互 作用 仅仅 因为 外 界 环境 的 小 小 变化 就 可 以 灵敏 地 使 一 个 基因 从 完 
全 不 表达 转 而 完全 表达 。 活 化 子 的 协同 结合 还 可 以 参与 整合 信号 ， 也 就 是 说 ， 某 些 基 因 
只 有 当 存 在 多 种 信号 (从 而 也 就 有 多 种 调控 蛋白 ) 时 才 被 激活 。 鸣 菌 体 入 中 就 有 协同 作 
用 参与 基因 调控 的 非常 典型 的 、 目 前 人 们 知之 甚 详 的 例子 。 稍 后 我 们 将 在 本 章 介 绍 关 于 
该 例 的 内 容 和 框 16-5 中 详细 讨论 协同 结合 的 基本 机 制 及 其 影响 。 

变 构 不 仅 是 一 种 基因 激活 的 机 制 ， 它 同时 还 常常 是 特异 信号 控制 其 调控 蛋白 的 方 
式 。 运 今 已 知 细菌 调控 和 蛋白 通常 采取 两 种 构象 : 一 种 构象 可 以 结合 DNA ， 另 一 种 则 不 
能 。 信 号 分 子 结合 调控 蛋白 并 将 它 固定 在 某 一 特定 构象 ， 从 而 决定 该 调控 蛋白 是 否 能 够 
激活 转录 。 我 们 已 经 在 第 5 章 看 到 过 一 个 这 样 的 例子 (图 5-25)， 当 时 我 们 还 较为 详细 
地 考察 了 变 构 的 基本 机 制 。 本 章 和 下 一 章 我 们 将 看 到 几 个 信号 通过 变 构 控制 其 调控 蛋白 
的 例子 。 


搞 终 止 作用 及 其 延续 ， 基因 调控 并 不 局 限于 转录 起 始 调控 
正如 本 章 开始 部 分 所 述 ， 基 因 调 控 主要 发 生 在 转录 起 始 阶 段 ， 在 真 核 细 胞 和 细菌 中 
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各 征 如 此 。 但 是 ， 这 两 类 生物 的 基因 调控 决 不 局 限 在 这 一 步骤。 本 章 中 我 们 会 看 到 几 个 
细 西 中 基因 调控 的 例子 ， 其 中 包括 了 转录 延长 、RNA 处 理 和 mRNA 翻译 。 
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大 至 了 解 了 转录 调控 的 基本 原理 之 后 ,我 们 来 看 几 个 实例 ， 这 几 个 例子 将 为 我 们 展示 
基本 原理 是 如 何 起 作用 的 。 首 先 ， 我 们 来 看 大 肠 杆菌 中 参与 乳糖 代谢 的 基因 一 lac 操纵 
T Cac operon) 中 的 基因 。 在 这 里 我 们 将 会 看 到 活化 子 和 抑制 子 是 如 何 根据 两 种 不 同 的 
信和 号 调控 表达 的 。 同 时 我 们 也 将 描述 一 下 揭示 这 些 调控 蛋白 作用 机 制 的 实验 方法 ， 


活化 子 和 抑制 子 共同 控制 lac 基因 


3 个 lac 基因 一 一 lacZ、lacY 和 lacA Æ E. coli 基因 组 中 相 邻 排列 合 称 lac 操纵 子 
(图 16-5), lac 启动 子 位 于 lacZ 的 5' 端 ， 指 导 3 个 基因 共同 转录 为 一 条 mRNA [AE 
包含 多 个 基因 故 被 称 为 多 顺 反 子 信使 (polycistronic message)]。 这 一 mRNA WIET AE 
3 ME ATHY), lacZ 基因 编码 BERL ΕΡΕ. 该 酶 可 将 乳糖 切割 成 半 乳 糖 和 葡萄 糖 ， 
后 两 种 糖 均 可 用 作 细 菌 的 能 源 。lacY 基因 编码 乳糖 转移 酶 ， 该 重 白 质 插入 细胞膜 可 以 
将 乳糖 转运 到 细胞 内 。lacA 基因 编码 硫 代 半 乳 糖苷 转 乙醚 酶 ， 它 可 以 消除 同时 被 lacY 
转 人 的 硫 代 半 乳 糖苷 对 细胞 造成 的 毒性 。 

这 些 基 因 只 有 在 乳糖 存在 ， 同 时 葡萄 糖 (优先 选用 的 能 源 ) RS Wt Ae ey KOE He 
达 。 两 种 调控 蛋白 参与 基因 调控 : 一 种 是 活化 子 称 为 CAP， 另 一 种 是 抑制 子 称 为 Lac 
ΠΠ (Lac repressor), Lac 抑制 子 由 lacI 基因 编码 ， 这 一 基因 位 于 其 他 Lac 基因 的 附 
近 ， 但 其 转录 〈 组 成 型 表达 ) 却 是 由 其 自身 的 启动 子 起 始 的 。CAP 即 为 代谢 活化 子 蛋 
日 (catabolic activator protein) ， 这 一 活化 子 也 被 称 为 CRP (cAMP 受 体 和 蛋白，cAMP 
receptor protein) 。 编 码 CAP 的 基因 位 于 细菌 染色 体 的 其 他 位 点 ， 不 与 lac 基因 连锁 。 
CAP 和 Lac 抑制 子 都 是 DNA 结合 蛋白 质 ， 两 者 分 别 结 合 在 DNA 局 动 子 上 或 其 附近 的 
特异 位 点 上 (图 16-5). 
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图 16-5 [ας 操纵 子 。 三 个 基因 (lacZ, lacY 和 lacZ) 以 一 条 mRNA 从 启动 子 (如 箭头 所 示 ) 
FER. CAP 位 点 和 操作 子 各 约 为 20bp。 操 作 子 位 于 启动 子 RNA 聚合 酶 结合 区 内 ，CAP 位 点 
位 于 启动 子 上 游 ( 详 见 图 16-8 这 些 位 点 的 相关 排列 及 正文 中 关于 这 些 位 点 的 结合 蛋白 的 描 
述 )。 附 近 还 有 两 个 额外 的 弱 lac 操作 子 (图 16-13)， 本 图 简化 掉 了 ， 我 们 目前 不 必 考 虑 它们 。 


每 一 个 调控 蛋白 分 别 响应 一 种 环境 信号 并 将 其 传递 给 lac 基因 。CAP 介 导 和 葡萄糖 信 
Fo M Lac 抑制 子 介 导 乳糖 信号 。 这 一 调控 系统 以 如 下 方式 作用 :Iac 抑制 子 只 在 乳糖 缺 
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之 的 时 候 才 结合 DNA 从 而 抑制 转录 ， 在 乳糖 存在 时 ， 抑 制 子 没 有 活性 ， 基 因 是 去 抑制 
(表达 ) 的 。CAP 只 在 没有 葡萄 糖 的 时 候 才 结合 DNA 从 而 激活 lac 基因 。 这 样 两 种 调控 蛋 
日 联合 作用 保证 基因 在 乳糖 存在 ， 同 时 缺少 葡萄 糖 的 环境 中 以 显著 的 水 平 表达 (图 16-6). 


meter 激活 水 平 的 转录 


图 16-6 lac 基因 的 表达 。 乳 糖 和 葡萄 糖 的 有 无 控制 着 lac 基因 表达 的 水 平 。 高 水 平 
表达 要 有 乳糖 存在 〈 也 就 是 没有 有 功能 的 Lac 抑制 子 ) 同时 缺少 偏好 的 能 源 葡 萄 糖 
(因此 也 就 有 活化 子 CAP)。 当 Lac 抑制 子 结合 到 操作 子 上 ， 不 管 活化 的 CAP 存 不 存 
在 ， 它 都 排斥 聚合 酶 。 图 示 的 CAP 和 Lac 抑制 子 都 是 单 亚 基 。 但 实际 上 ，CAP 以 一 
聚 体 结合 DNA, Lac 抑制 子 以 四 聚 体 结合 (图 16-13), CAP 募集 聚合 酶 到 lac 启动 
了 于， 在 这 里 ， 它 自动 的 异 构 化 为 开放 复合 体 。 (最 底 行 所 示 的 状态 ) 


CAP 和 Lac 抑制 子 对 RNA 聚合 酶 结合 lac 启动 子 的 作用 是 相反 的 


我 们 已 经 看 到 ，Lac 抑制 子 结合 的 位 点 被 称 为 lac 操作 子 (lac operator) 。 这 一 双 
重 对 称 的 21bp 序列 被 Lac 抑制 子 的 两 个 亚 基 识别 ， 每 一 个 结合 一 个 “ 半 位 点 ” (图 
16-7)。 本 草 后 面 的 “CAP 和 Lac 抑制 子 结合 DNA 时 使 用 相同 的 结构 模 体 (motif)” 
部 分 我 们 会 详细 地 描述 它们 是 如 何 结合 的 。 当 抑制 子 结合 到 操作 子 上 时 ， 它 是 怎样 抑制 
Fe SRA YE? 


lac 操作 子 


16-7 lac 操作 子 对 称 的 半 位 点 。 
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lac 操作 子 与 启动 子 有 重合 区 ， 所 以 当 抑 制 子 结合 到 操作 子 上 时 ， 就 阻止 了 RNA 
聚合 酶 在 局 动 子 上 的 结合 和 RNA 合成 的 起 始 (图 16-8) 。 用 框 16-1 中 所 述 的 DNA Æ 
迹 法 和 凝 胶 迁移 率 分 析 可 以 确认 有 蛋白质 结 合 位 点 并 对 它们 的 位 置 作 图 。 
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图 16-8 lac 操纵 子 的 控制 区 域 。 图 中 所 示 为 lac 操纵 子 控制 区 域 的 核 苷 酸 序 列 和 组 织 。 上 面 和 下 面 的 横 杠 表 
不 RNA 聚合 酶 和 调控 蛋白 覆盖 的 DNA。 注 意 Lac 阻 抑 物 覆盖 的 区 域 大 于 最 小 操作 子 结合 位 点 序列 ， 而 
RNA 聚合 酶 覆盖 的 区 域 大 于 启动 子 的 组 成 序列 。 


我 们 看 到 ， 在 没有 CAP 的 时 候 ， 即 使 没有 活化 的 抑制 子 存在 ，RNA 聚合 酶 与 lac 
司 动 子 也 只 有 很 微弱 的 结合 。 这 是 因为 /ac 启动 子 的 一 35 区 缺少 一 个 UP 成 分 (第 12 
草 和 图 16-8) 而 不 适合 RNA 聚合 酶 结合 ， 这 是 活化 子 控制 启动 子 的 典型 特征 。 

CAP 以 二 聚 体 的 形式 结合 到 长 度 类 似 于 lac 操作 子 有 着 不 同 序列 的 位 点 上 。 该 
位 点 位 于 转录 起 始 位 点 上 游 大 约 60bp 处 (图 16-8) 。 当 CAP 结合 到 这 一 位 点 时 ， 
它 驶 会 与 聚合 酶 相互 作用 ， 将 其 募集 到 启动 子 处 并 协助 其 与 启动 子 结 合 〈 图 16-6 ) ， 
这 一 协同 结合 稳定 了 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 。 下 面 我 们 详细 地 看 一 下 CAP 介 导 的 
转录 激活 。 


CAP 上 共有 独立 的 激活 表面 和 DNA 结合 表面 


各 种 实验 都 支持 这 一 观点 ， 即 CAP 通过 募集 RNA 聚合 酶 激活 lac 基因 。 分离 到 的 
CAP 的 突变 体 结合 DNA 但 并 不 激活 转录 。 这 些 所 谓 正 控制 (positive control) 突变 体 
的 存在 表明 ， 要 激活 转录 ， 活 化 子 不 单 要 结合 在 启动 子 附 近 的 DNA _ 上， 转录 激 活 也 不 
征 由 活化 子 改 变局 部 DNA 的 结构 引起 的 。 正 控制 突变 体 的 氨基 酸 替 换 确 认 了 CAP ΒΕ 
和 触 聚合 酶 的 区 域 ， 称 之 为 激活 区 (activating region), 

当 CAP 激活 lac 基因 时 ， 其 激活 区 接触 的 是 RNA 聚合 酶 的 哪 一 部 分 呢 ? 聚合 酶 的 
突变 形态 揭示 了 这 一 位 点 ， 这 种 突变 体 聚 合 酶 可 以 正常 地 转录 多 种 基因 ， 但 是 不 能 在 
lac 基因 处 被 CAP 激活 。 这 些 突变 体 在 RNA 聚合 酶 的 a 亚 基 Ca subunit) 的 C rig Zi FY 
域 (C-terminal domain) 发 生 了 和 氨基酸 替 换 。 我 们 在 第 12 章 已 知 ， 这 一 结构 域 由 一 个 
柔性 的 衔接 体 连 接 到 a 的 N 端 结构 域 (NTD)。a NTD 深 埋 于 酶 内 部 ， 而 a CTD 却 延 
伸 出 来 与 启动 子 组 分 结合 〈 当 这 一 组 分 存在 时 ) (图 12-7). 

lac 月 动 子 没有 UP 成 分 ，a CTD 就 结合 在 CAP 和 附近 的 DNA 上 (图 16-9), 4 
fh S CAP, a CTD 以 及 一 段 包含 CAP 位 点 和 附近 UP 成 分 的 DNA RIERA δι με 
的 晶体 结构 证 明了 本 结构 (图 16-10) 。 在 框 16-1 中 ， 我 们 将 描述 一 个 实验 ， 该 实验 显 
不 lac 局 动 子 的 激活 只 需要 聚合 酶 的 募集 。 
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16-9 lac 局 动 子 被 CAP 激活 。RNA RAMEE CAP 的 协助 下 结合 到 lac 启动 子 。CAP 由 α 亚 基 的 CTD 识别 。 
=j CAP 相互 作用 时 ，a CTD 也 在 靠近 CAP 位 点 处 与 DNA 接触 。 在 第 12 章 ， 我 们 在 说 明 活化 子 和 其 聚合 酶 
上 的 目标 位 点 或 聚合 酶 与 启动 子 区 域 的 接触 时 ， 也 使 用 了 RNA 聚合 酶 作为 代表 。 


图 16-10 CAP-a CTD-DNA 复合 物 的 结构 。 所 示 的 CAP 以 二 聚 体 结合 到 其 位 点 上， 
如 我 们 在 图 15-8 中 所 见 的 。 而 且 ， 在 本 例 中 ，RNA 聚合 酶 的 a CTD 结合 到 一 段 
DNA E, 5 CAP 相互 作用 。 每 个 蛋白 质 相互 作 用 的 位 点 包含 用 遗传 学 方法 确认 的 残 
基 。 在 本 图 中 ，CAP 以 绿色 表示 ，a CTD 以 紫色 表示 。 图 中 所 示 每 一 个 CAP 还 结合 
了 一 分 子 的 ATP. (Benoff B. et al. 2002. Science 297. 1562.) 图 像 用 MolScript 和 
Raster 3D 软件 制作 。 


在 了 解 了 CAP 怎样 激活 lac 操纵 子 的 转录 以 及 Lac 抑制 子 怎 样 持 抗 这 一 作用 之 后 ， 
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区 ή Αν 


CAP 和 Lac 抑制 子 以 相同 的 结构 模 体 结合 DNA 


细 再 的 许多 活化 子 和 抑制 子 包 括 CAP 和 Lac 抑制 子 结合 DNA 的 结构 基础 已 经 用 
X 别 线 蝇 体 学 确定 。 细 菌 调控 蛋白 的 DNA 识别 机 制 大 多 是 相似 的 ， 仅 在 细节 上 有 所 不 
同 ， 正 如 我 们 下 面 将 要 描述 的 。 

一 般 情况 下 ， 和 蛋白 质 以 同 源 二 聚 体 的 形式 结合 到 反 向 重复 (或 近似 重复 序列 的 位 
点 上 。 每 一 个 单 体 结合 到 一 个 “ 半 位 点 ”"， 二 聚 体 的 对 称 轴 位 于 结合 位 点 的 对 称 轴 之 上 
RURE Lac 抑制 子 中 所 见 到 的 ， 图 16-7) 。 蛋 白质 靠 一 种 保守 的 二 级 结构 螺旋 - 转 
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折 - 螺 旋 (helix-turn-helix， 图 16-11) 识别 特异 的 DNA 序列 。 这 一 结构 域 由 两 个 α 螺 
旋 组 成 ， 其 中 一 个 是 识别 螺旋 (recognition helix) PEA DNA WER (大 沟 )。 在 第 
5 草 我 们 就 讨论 过 ，w 螺旋 的 大 小 正好 适合 进入 DNA 主 凹 槽 ， 利 于 其 外 表面 的 氨基 酸 
残 基 与 碱 基 对 边缘 的 化 学 基 团 相互 作用 。 请 回忆 第 6 章 我 们 看 到 的 每 一 种 碱 基 有 着 特有 
的 氧 受 体 和 氢 供 体 结构 模式 (图 6-10)。 这 样 ， 蛋 白质 不 必 解 DNA 双 螺 旋 链 也 可 以 区 
ANAS TA] DNA 序列 (图 16-11). 


DNA Si DLA 


图 16-11 具有 螺旋 -转折 -螺旋 结构 域 的 蛋白 质 结合 DNA。 和 蛋白 质 就 
像 实 际 情况 中 那样 以 二 聚 体 结合 ， 两 个 亚 基 用 带 有 阴影 的 球 表示 。 
标示 出 了 每 个 单 体 的 螺旋 -转折 -螺旋 模 体 。 “识别 螺旋 ” 标 以 κ. 


识别 螺旋 伸 出 的 氨基 酸 侧 链 和 碱 基 边 缘 
的 联系 可 以 由 直接 或 间接 (由 水 分 子 搭桥 ) 
的 H 键 或 者 范 德 华 力 介 导 。 我 们 在 第 3 章 讨 
论 过 这 些 键 的 性 质 ， 在 第 5 章 和 第 6 章 讨论 
了 它们 在 DNA 识别 中 的 作用 。 图 16-12 中 
所 示 的 是 某 种 识别 螺旋 和 其 DNA 结合 位 点 
的 相互 作用 的 例子 。 

螺 放 -转折 -螺旋 结构 域 的 第 二 个 螺旋 坐 
洛 的 位 置 横 跨 DNA 大 沟 与 DNA 主 链 相 联 
系 ， 以 保证 识别 螺旋 出 现在 正确 的 位 置 ， 同 
时 也 增加 整个 和 蛋白质 -DNA 相互 作用 的 
结合 能 。 

a pated es 图 16-12 RIF FAAS 入 抑制 子 和 碱 基 对 之 间 的 和 氢 
MIE 16-10) 和 Lac 抑制 子 的 情况 本 质 上 符 jg 和子- 操作 子 复合 物 图 ， BAT EE ΕΚΕ 
合 ， 而 且 细菌 中 许多 调控 蛋白 也 是 如 此 ， 包 和 半 位 点 中 的 碱 基 之 间 的 氢 键 用 虚线 表示 )， 只 表 
丘 我 们 将 在 稍 后 遇 到 的 入 哈 菌 体 抑制 子 和 示 了 相关 的 氨基 酸 和 侧 链 。 在 识别 螺旋 中 除了 Gln44 
Cro EH. CEWE PEZA! ja], dp F 和 Ser45， 紧 接 识 别 螺旋 的 环 中 的 Asn55 也 与 特异 的 
面 的 例子 所 示 ， 碱 基 接触 。 而 且 〈 这 种 情况 比较 少见 ， 见 稍 后 的 正 


X) ΕΠΗ N 端 中 的 Lyst 也 在 大 沟 中 与 DNA κ 
一 聚 体 结合 
Lac 匈 制 子 以 四 聚 体 而 不 是 二 聚 体 结 Roo 旋 的 背面 接触 。Gln33 与 骨架 接触 。 (来 源 : Redrawn 


但 是 ， 每 一 个 操作 子 只 与 这 4 个 亚 基 中 的 from Jordan, S. and Pabo, C. Science 242. 
PAS Be fi, ATLA, PPE ΒΕΠ το {8 A [5] 896, Fig. 38.) 
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并 不 会 改变 DNA 识别 的 机 制 。 四 聚 体 中 的 另外 两 个 单 体 可 以 再 结合 两 个 操作 子 ， 
这 两 个 操作 子 一 个 位 于 初级 操作 子 下 游 400bp 处 ， 一 个 位 于 初级 操作 子 上 游 90bp 
处 。 这 时 ， 位 于 中 间 的 DNA 就 处 于 环 化 状态 利于 反应 的 进行 (图 16-13), 


图 16-13 Lac 抑制 子 以 四 聚 体 结合 到 两 个 操作 子 上 。 图 示 的 环 是 在 Lac 抑制 子 结合 
的 初级 操作 子 和 上 游 的 辅助 操作 子 之 间 ， 也 可 与 下 游 操作 子 选择 性 的 形成 类 似 的 环 。 
初级 操作 子 “〈 与 启动 子 相 对 的 那个 ) 是 在 讨论 lac 基因 表达 时 所 指 的 操作 子 。 在 本 图 
中 ， 每 一 个 抑制 子 都 以 两 个 球 表 示 ， 而 不 是 一 个 椭圆 。( 如 前 面 图 中 所 用 的 ) 


”有 时 ,在 螺旋 -转折 -螺旋 结构 域 之 外 的 其 他 蛋白 质 区域 也 会 与 DNA 相互 作用 。 例 
如 ， 和 抑制 子 就 以 其 N 端 臂 与 DNA 接触 。 这 些 蛋 白质 区 域 环线 DNA 在 螺旋 的 背面 
与 小 沟 相 互 作 用 (图 16-12). 

”许多 情况 下 ， 蛋 白质 的 结合 不 会 改变 DNA 的 结构 。 但 是 ， 有 时 ， 我 们 也 会 在 蛋白 
质 -DNA 复 合 物 中 看 到 各 种 DNA 弯曲 。 例 如 ，CAP 半 包 围 着 DNA 并 诱导 DNA 产生 
巨大 的 榴 曲 。 这 是 由 螺旋 -转折 -螺旋 结构 域外 的 蛋白 质 区 域 与 启动 子 之 外 的 序列 相互 
作用 引起 的 。 有 时 ， 结 合 也 会 导致 操作 子 DNA 扭曲 。 

原核 生物 的 抑制 子 并 不 都 使 用 螺旋 -转折 -螺旋 的 方式 与 DNA 结合 。 其 他 的 结合 方式 也 
见 请 报道 。P22 噬菌体 [一 种 与 入 噬菌体 相近 ， 但 感染 沙门 氏 菌 (Salmonella) fyi BH 
VE] 中 的 Arc 抑制 子 就 是 一 个 明显 的 例子 。Arc 抑制 子 以 二 聚 体 结合 一 个 反 向 重复 序列 
操作 子 ， 但 其 亚 基 却 不 是 以 a 螺旋 结构 ， 而 是 以 两 个 反 平 行 8 链 插入 大 沟 识 别 结 合 位 
点 的 。 


Lac 抑制 子 和 CAP 的 活性 由 其 信号 变 构 控制 


当 乳 糖 进入 细胞 后 ， 它 就 被 转变 为 别 乳糖 ， 正 是 别 乳 糖 〈 而 不 是 乳糖 自身 ) 控制 
Lac 抑制 子 。 与 此 相 了 矛盾 的 是 ， 乳 糖 向 别 乳糖 的 转变 是 由 8- 半 乳糖 芽 酶 催化 ， 该 酶 自身 
也 是 由 lac 基因 中 的 一 个 编码 的 ， 这 怎么 可 能 呢 ? 

RB te lac 基因 表达 的 渗 漏 性 : 在 它们 被 阻 抑 时 ， 也 会 偶尔 被 转录 ， 这 时 因为 
RNA ΑΜΗΒ ΚΑ BR Lac 抑制 子 成 功 地 结合 到 启动 子 上 。 这 种 渗 漏 保证 了 细胞 中 在 
流 有 乳糖 的 时 候 也 会 有 低 水 平 的 B- 半 乳糖 背 酶 ， 从 而 可 以 催化 乳糖 转化 为 别 乳糖 。 

别 乳 糖 结 合 Lac 抑制 子 引起 其 蛋白 质 形状 (构象) 的 改变 。 在 没有 别 乳 糖 时 ， 抑制 
于 以 可 以 结合 DNA (从 而 关闭 lac 基因 ) 的 形式 出 现 ， 而 一 旦 别 乳糖 改变 了 抑制 子 的 
WAR, SARA TT ZEA DNA, lac 基因 就 不 再 被 抑制 。 在 第 5 章 中 我 们 描述 过 
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Lac 抑制 子 〈 图 5-25) 这 一 变 构 的 结构 基础 。 需 要 强调 的 重要 一 点 是 ， 别 乳糖 结合 Lac 
抑制 子 的 非 DNA 结合 结构 域 ， 
CAP 活性 的 调节 方式 与 此 相似 。 葡 萄 糖 降低 细胞 内 的 一 种 小 分 子 


cAMP 的 浓 


度 ， 这 一 分 子 是 CAP 的 变 构 因 子 : 只 有 当 CAP 与 cAMP 形成 复合 物 时 ，CAP 蛋白 才 
会 形成 结合 DNA 的 构象 。 因 此 ， 只 有 当 葡 萄 糖水 平 低 (而 CAMP 水 平 高 πῆ, CAP 
才 会 结合 DNA， 激 活 lac HER. CAP 蛋白 结合 cAMP 的 部 分 和 蛋白 质 结合 DNA 的 部 
分 是 分 开 的 。 

E. coli 的 lac 操纵 子 是 早期 法 国生 物 学 家 Francois Jacob 和 Jacques Monod 用 来 闻 
述 基因 调控 的 两 个 系统 之 一 。 在 框 16-2 中 ， 我 们 就 这 一 方面 的 早期 研究 和 这 些 观点 何 
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ΜΝ oo a rr 


没有 转录 


κ. 2 στ 


~ 没有 转录 
不 活化 的 抑制 了 ew ee 


. Μι 部 分 二 倍 体 细胞 显示 有 功 的 扩 制 子 大 式 工作 。 在 没有 扰 本 时 ，Lae I 
| > 达 ， 所 以 在 这 些 细胞 ; 中 没有 明显 水 平 的 p- ΦΚ 酶 的 表达 。 


ΙΤ . 因 组 成 型 表达 的 突变 是 在 lac RHF Lat, 就 不 人 E 被 野生 型 基因 反 
ABT QE 16-2 图 2). 操作 子 只 能 顺 式 作用 ， 即 它 只 作用 于 与 它 它 在 同一 ] DNA 44 
Litt i } AA. — | | . ο... 


ae δι εἰ. 4. 
没有 转录 


框 16-2 图 2 部 分 二 -合体 细胞 显示 操作 子 只 以 反 式 方式 表达 。 (a) 含有 突变 型 
ie . 操作 THRA COL). (ο) 部 分 一 傍 体 细胞 含有 正常 的 操作 子 ο. PEA 
”型 操作 子 (0.)。Lac 基因 (Z、Y 和 A) 附着 在 突变 型 操作 子 上 持续 的 组 成 型 表 — 
ο... i 胞 中 另 一 染色 休 上 有 野生 型 操纵 子 也 是 如 此 。 πω, MAFR 
ς Τα. 
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组 合 控 制 ， CAP 也 控制 其 他 基 
lac 基因 是 一 个 信号 整合 (signal integration) 的 很 好 例子 : 它们 的 表达 受 两 种 信号 


的 控制 ， 每 种 信号 通过 一 种 调控 蛋白 一 一 Lac 抑制 子 和 CAP 将 信和 号 传递 给 基因 。 

下 面 我 们 来 看 E. coli 中 的 男 一 组 基因 一 一 gal 基因 。 这 些 基因 编码 参与 半 乳 糖 代 
谢 的 酶 。 与 lac 基因 一 样 ，gal 基因 也 是 只 在 其 作为 其 底 物 的 糖 〈 这 种 情况 下 是 半 乳 糖 ) 
仔 在 ， 而 没有 其 优先 选用 的 能 源 葡萄 糖 时 才 表 达 。 同 样 ， 与 lac 类 似 ， 两 种 信号 也 是 通 
过 两 种 调控 重 日 一 一 活化 子 和 抑制 子 传递 给 基因 的 。 抑 制 子 由 galR 编码 ， 介 导 诱 导 物 
半 乳 糖 的 作用 ; ΠΠ gal 基因 的 活化 子 还 是 CAP。 这 样 ， 一 种 调控 蛋白 CCAP) 与 两 种 
不 同 的 抑制 子 共 同 作 用 于 不 同 的 基因 ， 这 就 是 一 例 组 合 控制 Ccombinatorial control ) 。 
实际 上 ，CAP Æ E. coli 中 与 一 系列 的 调控 蛋白 一 起 作用 于 100 多 种 基因 。 

组 合 控制 是 基因 调控 的 突出 特征 。 这 样 ， 当 同一 信和 号 控制 多 组 基因 时 ， 它 一 般 会 以 
同一 调控 和 蛋白 将 信号 传递 给 每 组 基因 中 的 一 个 。 这 一 调控 物 蛋 白 也 只 传递 几 个 信和 号 中 参 
与 调控 多 个 基因 的 那 一 个 。 其 他 信和 号 多 数 情况 下 是 不 同 的 ， 则 由 另外 的 调控 物 蛋白 介 
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性 。 越 是 复杂 的 有 机 体 ， 特 别 是 真 核 生 物 中 ， 信 和 号 整合 的 情况 就 越 多 。 我 们 以 后 将 看 到 
更 复杂 ， 也 更 精细 的 关于 组 合 控制 的 例子 (第 171). 


选择 性 的 o 因子 指导 ΕΝΑ 聚合 酶 选择 性 地 结合 启动 子 


在 第 12 章 中 我 们 知道 ，RNA RAMH σ 亚 基 识别 启动 子 序列 (图 12-6)。 带 有 gE 
基 的 RNA 聚合 酶 可 以 识别 我 们 正 讨 论 的 lac 启动 子 和 已 coli 的 许多 其 他 启动 子 。 E. coli 
还 编码 其 他 c 亚 基 ， 在 特定 情况 下 可 以 替换 oo" ， 指 导 聚 合 酶 选择 性 地 结合 启动 子 ， 

这 些 选 择 因 子 中 有 一 种 热 激 σ AF., 4 E. coli 受到 热 激 时 ， 细 胞 中 这 种 新 
5 因子 的 量 就 会 升 高 ， 它 会 取代 RNA 聚合 酶 上 的 a”， 指 导 酶 转录 那些 产物 会 保护 细胞 
免 于 受热 激 影响 的 基因 。o”3 水 平 的 升 高 由 两 种 机 制 调控 : 首先 是 刺激 翻译 ， 即 热 激 后 ， 
其 mRNA 以 比 热 激 前 更 大 的 效率 翻译 ， 其 二 是 蛋白 质 瞬间 稳定 。 另 一 例 选 择 性 o 因子 ， 
o 将 在 下 一 部 分 讨论 。o* 与 细胞 中 小 部 分 的 RNA 聚合 酶 分 子 结合 指导 酶 结合 到 产物 参 
SARWA E. 

有 时 候 ， 一 系列 的 选择 性 o 因子 指导 基因 表达 的 某 一 特定 过 程 。 在 细菌 枯草 杆菌 
(B. subtilis) 中 发 现 了 两 个 这 样 的 例子 。 其 中 最 为 精细 的 部 分 一 一 该 生物 孢子 形成 的 
控制 我 们 将 在 第 18 章 讨论 ， 其 他 的 部 分 我 们 在 此 简单 描述 ，。 

只 落体 SPO] 感染 Bsubtilis， 并 在 其 中 生长 、 溶 菌 产生 后 代 叭 菌 体 。 这 一 过 程 要 
求 吹 菌 体 以 严格 控制 的 顺序 表达 其 基因 。 这 一 控制 就 是 给 聚合 酶 加 上 一 系列 的 选择 性 o 
因 了 于 。 一 旦 感染 了 哈 菌 体 ， 细 菌 RNA RA GHA B. subtilis 的 σσ) 就 识别 所 谓 的 
“早期 ” 哈 菌 体 启动 子 ， 指 导 转 录 编 码 感染 早期 所 需 蛋 白质 的 基因 。 其 中 就 有 一 个 基因 
( 称 为 基因 28) 编码 一 个 选择 性 a。， 它 指导 聚合 酶 结合 到 哈 菌 体 基 因 组 的 第 二 套 启 动 子 
上 ， 这 些 司 动 子 与 所 谓 的 “中 期 ”启动 子 相 耦 联 。 而 这 些 当 中 又 包括 一 个 编码 e 因子 的 
基因 ， 该 o 因子 又 会 指导 转录 哈 菌 体 “ 晚 期 ”基因 (图 16-14), 


晚期 基因 


图 16-14 选择 性 的 σ 因子 控制 细菌 病毒 基因 的 有 序 表 达 。 细 菌 噬菌体 SPO! 依次 使 用 3 个 σ 因子 调控 其 基因 组 
的 表达 ， 这 保证 了 病毒 基因 以 所 需 的 顺序 表达 。 (来 源 : Adapted from Alberts B. et al. 2002. Molecular biology 
of the cell, 4th edition, p.415, Fig. 7-63. Copyright © 2002. Reproduced by permission of Routledge/Taylor ὃ. 
Francis Books, Inc. ) 


NtrC 和 MerR: 以 变 构 而 非 募 集 作 用 的 转录 活化 子 


大 多 数 活 化 子 都 是 通过 募集 起 作用 的 ， 但 是 也 有 例外 ，NtrC 和 MerR 就 是 通过 变 构 
机 制 起 作用 的 两 例 。 我 们 已 讲 到 过 变 构 机 制 。 通 过 募集 起 作用 的 活化 子 只 是 将 RNA 聚合 
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梅 的 活性 形式 带 到 启动 子 上 。 而 通过 变 构 机 制 起 作用 的 活化 子 作 用 时 ， 聚 合 酶 最 初 就 结合 
在 局 动 子 上 ， 并 形成 了 无 活性 的 复合 物 ， 活 化 子 通过 引起 复合 物 的 变 构 变化 激活 转录 

NtrC 控制 参与 氮 代 谢 的 基因 的 表达 ， 如 glnA 基因 。RNA 聚合 酶 预先 结合 在 glnA 
基因 上 ， 形 成 稳定 的 封闭 复合 体 。 活 化 子 NtrC 诱导 酶 产生 构象 改变 ， 促 使 封闭 复合 体 
向 开放 复合 体 的 转变 。 所 以 说 激活 事件 就 是 RNA 聚合 酶 的 变 构 化 (图 16-2). 

MerR 控制 merT 基因 ， 这 个 基因 编码 一 种 酶 能 够 使 细胞 对 汞 的 毒性 效应 产生 抗 性 。 
Μετ] 也 作用 于 一 个 无 活性 的 RNA 聚合 酶 - 启 动 子 复合 物 。 和 NtrC 一 样 ，MerR 也 诱 
隆 广 生 构 象 变化 ， 促 使 形成 开放 复合 物 ， 但 是 在 这 种 情况 下 ,活化 子 的 变 构 效应 是 施加 
在 DNA 而 非 聚 合 酶 上 。 


NtrC 具有 ATPase 活性 且 其 作用 位 点 距 基 因 较 远 


如 CAP 相同 ，NtrC 也 具有 独立 的 激活 结构 域 和 DNA 结合 结构 域 并 且 也 只 在 特异 
信和 号 存在 时 才 会 结合 DNA。 对 NtrC 来 说 ， 这 一 信号 就 是 低 水 平 的 氮 。NtrC 会 被 激酶 
NtrB 克 酸 化 ， 并 因此 而 经 历 构 象 变 化 ， 这 一 变化 使 活化 子 暴露 出 其 DNA 结合 结构 域 . 
一 旦 具有 了 活性 ，NtrC 就 会 结合 位 于 启动 子 上 游 150bp 处 的 4 个 位 点 。 每 一 个 位 点 都 
结合 一 个 NtrC 二 聚 体 ， 这 些 二 聚 体 通过 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作 用 以 高 度 协同 的 方式 结合 
到 4 个 位 点 上 。 

科 录 基因 的 RNA 聚合 酶 的 组 成 包括 os 亚 基 。 在 没有 NtrC 时 ， 这 一 聚合 酶 就 结合 
到 ginA 局 动 子 上 ， 形 成 稳定 的 封闭 复合 物 。 一 旦 NtrC (结合 到 其 上 游 位 点 ) 具有 了 
Tate, BES o 直接 作用 。 为 利于 这 一 相互 作用 ， 要 求 活化 子 结合 位 点 和 启动 子 之 间 的 
DNA 形成 一 个 环 (图 16-15) 。 如 果 NtrC 移动 到 上 游 更 远 的 地 方 〈 如 1 一 2kb) ， 活 化 子 
仍 能 起 作用 。 


16-15 由 NtrC 激活 。 被 包含 os 的 全 酶 识别 的 启动 子 序列 不 同 于 被 包含 o 
的 全 酶 识别 的 启动 子 。 虽 然 图 中 没有 特别 标示 ， 但 NtrC 与 聚合 酶 的 o54 亚 基 
接触 。NtrC 以 二 聚 体 表 示 ， 但 实际 上 ， 它 在 DNA 上 形成 更 为 有 序 的 复合 物 . 


NtrC 目 身 也 有 酶 活性 一 一 它 是 一 个 ATPase， 这 一 活性 可 以 为 其 诱导 聚合 酶 产生 
构象 变化 提供 能 量 。 构 象 变化 促进 聚合 酶 起 始 转录 。 具 体 地 说 ， 是 刺激 稳定 的 无 活性 的 
封闭 复合 体 向 活化 的 开放 复合 体 转化 。 

Νας 控制 的 基因 中 ， 有 些 还 具有 另 一 种 蛋白 质 ， 称 为 IHF 的 结合 位 点 ， 位 于 NtrC 
结合 位 点 和 启动 子 之 间 。IHF 一 结合 DNA， 就 使 DNA 3 ΠΗ. 4 ΤΗΕ 结合 在 正确 的 位 
o DNA 也 因而 正确 弯曲 时 ， 就 能 促进 NtrC 的 激活 作用 。 这 可 以 解释 为 ，IHF 通过 
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Sh DNA 使 活化 子 更 靠近 启动 子 ， 协 助 活化 子 与 结合 到 启动 子 的 聚合 酶 相互 作用 (图 
16-4， 欲 详细 了 解 IHF ia h DNA, ΙΒ 11-11) 。 


MerR 通过 扭曲 DNA 激活 转录 


当 MerR 结合 到 单一 DNA 结合 位 点 ， 且 有 冬 存 在 时 ， 就 激活 merT 基因 。 如 图 
16-16 所 示 ，MerR 结合 到 位 于 启动 子 (该 基因 由 包含 o 的 聚合 酶 转录 ) 的 一 10 和 一 35 
序列 之 间 的 一 段 序列 上 。MerR 结合 DNA 螺旋 上 ΕΝΑ 聚合 酶 结合 点 的 背面 。 所 以 聚 
合 酶 可 以 (也 确实 是 ) 与 MerR 同时 结合 到 启动 子 上 。 


16-16 由 MerR MiG. merT Jaa fh) — 10 和 一 35 组 分 位 于 螺旋 
的 反面 。a. 在 无 来 时 ，MerR 结合 并 稳定 了 无 活性 形式 的 启动 子 。 
b. ΕΒ ΕΤΕΠ. Μετ 扭曲 了 DNA 从 而 使 启动 子 组 分 正确 排列 。 


me7 了 了 不同 于 一 般 的 启动 子 ， 其 一 10 与 一 35 组 成 成 分 之 间 的 距离 是 19bp 而 非 ο ΕἼ 
ASP HS UL 15~17bp (第 12 BE, HE 12-1) 。 这 样 将 导致 这 两 个 被 o 识别 的 序列 组 分 
孢 不 能 适当 的 间 隅 也 不 能 平行 排列 ， 这 两 者 绕 螺旋 面 彼 此 相向 。 而 且 ，MerR 以 这 种 构 
R DNA 上 的 结合 (无 Ηρ” 时 ) 锁定 了 启动 子 ， 导 致 聚合 酶 虽 能 结合 ， 但 却 无 法 起 
始 转 录 。 因 此 这 种 情况 下 无 本 底 转 录 。 

但 是 当 MerR 结合 了 了 Hg” 时， 和 蛋白质 就 会 发 生 构象 变化 ， 引 起 启动 子 中 心 的 DNA 
扭曲 。 这 一 结构 上 的 弯曲 使 一 10 和 一 35 区 采取 类 似 强 启动 子 oa" 的 分 布 。 在 这 种 新 构 型 
P, RNA 聚合 酶 可 以 有 效 地 起 始 转录 。 启 动 子 DNA 的 “活性 ”和 “ 非 活 性 ”状态 的 
结构 已 经 确定 〈 以 另 一 个 同 种 方式 调控 的 启动 子 ) ΤΠΕ 16-17 所 示 。 

需要 着 重 指出 的 一 点 是 ， 在 本 例 中 ， 活 化 子 不 是 以 与 RNA 聚合 酶 相互 作用 ， 而 是 
以 改变 预先 结合 的 聚合 酶 附近 的 DNA 的 构象 激活 转录 的 。 因 此 ， 不 像 前 面 的 例子 ， 
MerR 是 没有 DNA 结合 区 与 激活 区 之 分 的 ， 其 DNA 结合 过 程 是 与 其 激活 过 程 紧密 
连接 的 。 


东 些 抑制 子 在 启动 子 上 洁 留 而 非 排斥 RNA 聚合 酶 


Lac 抑制 子 以 最 简单 的 方式 作用 : 通过 结合 与 启动 子 有 重奏 区 的 位 点 ， 阻 碍 了 
RNA 聚合 酶 的 结合 。 许 多 抑制 子 是 以 这 种 方式 作用 的 。 在 MerR 的 实例 中 ， 我 们 看 到 
了 一 种 新 的 抑制 形式 。 在 这 一 实例 中 ， 蛋 白质 使 启动 子 保持 一 种 不 利于 转录 起 始 的 构 
象 。 抑 制 子 还 有 其 他 的 作用 方式 ， 现 在 我 们 就 来 讨论 其 中 的 一 种 。 


转录 起 始 的 调控 原核 生物 的 实例 « 563 « 
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17bp 间隔 


16-17 像 merT 样 的 启动 子 的 结构 。a. 有 19bp 间隔 的 启动 子 。b. 当 在 带 有 活性 
活化 子 的 复合 物 中 时 启动 子 有 19bp 的 间隔 。c. 有 17bp 间隔 的 启动 子 。a、b 部 分 所 
不 的 局 动 子 来 源 于 Bacillus subtilis 的 bmr 基因 ， 它 由 调控 蛋白 BmrR 控制 。BmrR 
I TPP 药物 形成 复合 物 就 可 以 作为 活化 子 。 一 35 (TTGACT) 和 一 10 (TACAGT) 
组 分 的 一 条 链 分 别 以 红色 和 绿色 表示 。 (CKW: Adapted, with permission, from 
Zheleznova Heldwein E. E. and Brennan R. G. 2001. Nature 409. 378; Fig. 3b, 
ο» d. Copyright©2001 Nature Publishing Group. ) 


有 些 抑制 子 的 结合 位 点 不 与 启动 子 有 重 春 区 。 这 些 启动 子 不 阻碍 聚合 酶 的 结合 而 是 
结合 到 局 动 子 劳 的 位 点 ， 与 结合 在 启动 子 上 的 聚合 酶 相互 作用 ， 抑 制 转 录 起 始 。 我 们 前 
面 提 到 的 E. coli 的 Gal 抑制 子 就 是 一 个 这 样 的 例子 。Gal 抑制 子 控制 编码 参与 半 乳 糖 
代谢 的 酶 的 基因 。 在 没有 半 乳 糖 的 时 候 ， 抑 制 子 保持 基因 不 表达 。 在 这 种 情况 下 ， 抑 制 
子 与 聚合 酶 相互 作用 ， 抑 制 封闭 复合 物 到 开放 复合 物 的 转变 。 

万 一 个 例子 来 目 在 细菌 B. subtilis 的 哈 菌 体 (429) 的 P, 蛋白 。 这 一 调控 蛋白 结 
合 到 一 个 启动 子 一 一 一 个 弱化 的 启动 子 Pa 的 附近 ， 与 聚合 酶 相互 作用 作为 一 个 活化 
fF, ES α CTD 相互 作用 ， 与 CAP 相同 。 但 这 个 活化 子 还 结合 另 一 个 启动 子 一 一 一 个 
ΚΗ ΔΗ ΓΡ Paz.。 与 在 弱 启 动 子 上 一 样 ， 该 调控 蛋白 也 与 聚合 酶 接触 ， 但 在 这 里 却 是 
隆 致 抑制 。 在 前 一 种 情况 下 额外 的 结合 能 协助 募集 聚合 酶 ， 因 此 激活 基因 ; 而 在 后 一 种 
情况 下 ， 由 聚合 酶 和 启动 子 之 间 的 强 相互 作用 加 上 活化 子 相互 作用 所 提供 的 总 结合 能 太 
咀 ， 以 至 于 聚合 酶 无 法 从 启动 子 上 脱逃 。 


AraC 和 抗 激活 作用 对 araBAD 操纵 子 的 控制 


E. coli 的 araBAD 操纵 子 的 启动 子 在 阿拉 伯 糖 存在 而 没有 葡萄 糖 时 被 激活 ， 指 导 
编 但 阿拉 伯 糖 代谢 需要 的 酶 的 基因 表达 。 有 两 个 活化 子 一 起 作用 :AraC 和 CAP, 44% 
在 阿拉 但 糖 时 ，AraC 结合 这 种 糖 ， 采 取 人 允许 其 结合 DNA 的 构象 ， 它 以 二 聚 体 结 合 到 
APHANE, aralı 和 aral: (K| 16-18a) 。 在 这 两 个 位 点 的 上 游 就 是 一 个 CAP 
位 点 〈 图 中 未 标示 ) : 无 葡萄 糖 时 ，CAP 结合 到 这 里 协助 激活 转录 。 
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16-18 araBAD 操纵 子 的 控制 。a. 阿拉 伯 糖 结合 到 AraC， 改 变 了 活化 子 的 形状 ， 使 它 以 二 聚 体 结合 
到 aralı Maral, 上 ， 这 将 使 一 个 AraC 单 体 置 于 启动 子 附 近 ， 它 可 以 从 此 处 激活 转录 。b. 在 无 阿拉 伯 
wa, AraC 二 聚 体 采 取 一 种 不 同 的 构象 ， 结 合 到 araO; 和 araI 。 在 这 一 位 置 ，aral 位 点 上 没有 单 
体 ， 因 此 和 蛋白 质 不 能 激活 araBAD 启动 子 。 这 一 启动 子 也 被 CAP 控制 ， 但 图 中 没有 标示 。 


没有 阿拉 介 糖 时 ，araBAD 基因 不 表达 。 这 是 因为 ，AraC 在 不 结合 阿拉 伯 糖 时 ， 
会 米 取 不 同 的 构象 以 不 同 的 方式 结合 DNA: 一 个 单 体 仍 结合 ara 位 点 ,但 另 一 个 单 
体 则 结合 远 处 一 个 叫 araO, 的 半 位 点 ， 如 图 16-18b 所 示 。 因 为 这 两 个 半 位 点 相距 
194bp， 所 以 当 AraC 以 这 种 方式 结合 上 去 时 ， 两 个 位 点 之 间 的 DNA 就 会 形成 环 。 同 
时 ， 这 样 结合 ，aral; 上 没有 AraC 结合 ， 而 启动 子 araBAD 又 是 从 这 一 位 置 被 介 导 激 
活 ， 所 以 ， 这 样 的 构 型 不 会 激活 启动 子 。 

阿拉 伯 糖 诱导 araBAD 启动 子 的 数量 级 是 非常 大 的 ， 因 此 ， 该 启动 子 经 常 被 用 作 
表达 载体 (expression vector) 。 表 达 载 体 是 构建 的 DNAL。 菜 一 人 重 日 质 其 基因 与 强 启 动 
子 融 合 就 可 在 表达 载体 中 有 效 合 成 (第 20 章 )。 以 某 一 基因 与 araBAD 融合 就 可 以 使 
这 一 基因 的 表达 由 阿拉 伯 糖 来 控制 : 该 基因 可 以 一 直 处 于 关闭 状态 除非 想 要 其 表达 ， 如 
末 想 要 其 产物 ， 只 需 加 入 阿拉 伯 糖 诱导 即 可 。 这 样 ， 即 使 其 产物 对 细菌 细胞 具有 毒性 ， 
表达 也 被 允许 。 


λ MEA: 调控 的 层次 


细 调 喉 菌 体 和 是 一 种 感染 E. coli 的 病毒 。 它 一 旦 感染 细菌 ， 就 会 以 两 种 方式 繁殖 ， 
eit Clytically) 或 溶 原生 长 〈lysogenically)， 如 图 16-19 所 示 。 裂 解 生长 需要 哈 菌 体 
DNA 的 复制 和 新 的 外 壳 和 蛋白 的 合成 。 这 些 组 分 共同 形成 新 的 喉 菌 体 颗 粒 ， 通 过 宿主 细 
胞 的 罕 解 释放 出 来 。 溶 原 现象 一 一 一 种 选择 性 繁殖 途径 ， 包 括 哈 菌 体 DNA 整合 进入 细 
阔 染 色 体 并 像 细 菌 基因 组 的 正常 组 分 似 的 在 每 次 细胞 分 裂 的 时 候 主 动 复制 。 

溶 原 性 细 东 在 正常 情况 下 非常 稳定 ， 但 其 体内 处 于 静止 的 噬菌体 【 原 鸣 菌 体 (proph- 
age) ] 在 细胞 DNA 遭受 破坏 时 就 会 有 效 地 转向 裂解 生长 〈 因 此 会 威胁 到 宿主 细胞 的 继续 
生存 )。 这 种 从 溶 原 性 生长 到 裂解 生长 的 转变 称 为 溶 原 性 诱导 (Ιγεομεπίς induction) 。 


AAA: 调控 的 层次 。565 。 


图 16-19 入 溶 原 体 的 生长 和 诱导 。 一 旦 感染 ，X 就 可 以 进行 裂解 或 溶 原 过 程 。 溶 原 体 可 以 稳定 的 增殖 许多 
代 ， 它 也 可 以 被 诱导 。 诱 导 之 后 ， 裂 解 基 因 以 正确 的 顺序 表达 ， 导 致 新 的 哈 菌 体 颗粒 的 产生 。 


对 发 育 途 径 的 选择 依赖 于 细胞 对 两 种 选择 性 的 基因 表达 程序 的 选择 。 溶 原状 态 的 表达 
程序 可 以 维持 许多 代 ， 但 是 ， 一 旦 诱导 ， 就 会 有 效 地 转向 裂解 程序 。 


基因 表达 的 选择 性 模式 控制 裂解 和 溶 原 性 生长 


λ ΜΕΡΙΚΗ 50kb 的 基因 组 和 大 约 50 个 基因 ， 其 中 的 大 多 数 编码 外 过 蛋白 ， 参 与 
DNA 复制 的 蛋白 、 重 组 蛋白 和 裂解 蛋白 (图 16-20)。 这 些 基因 的 产物 对 于 在 裂解 周期 
中 形成 新 的 哈 菌 体 颗 粒 非常 重要 ， 但 在 此 我 们 关心 的 是 那些 调控 蛋白 及 其 作用 。 因 此 ， 
我 们 可 以 集中 于 这 些 基因 中 的 几 个 。 我 们 先 来 考虑 基因 组 中 一 个 很 小 的 区 域 ， 如 图 
16-21 所 示 。 

图 中 摘 述 的 区 域 包括 2 个 基因 (cl 和 cro) 和 3 个 启动 子 (Pr, Ρι 和 Pew). RG 
其 他 的 叹 菌 体 基因 〈 除 去 一 个 小 基因 ) 都 在 该 区 之 外 直接 从 Pr 和 Ρι (分 别 表示 右 向 
ÆRA) 转录 ， 或 从 其 他 启动 子 起 始 转录 ， 这 些 启动 子 的 活性 由 从 Pe 和 P FF 
始 转录 的 基因 的 产物 控制 。Paw (promoter for repressor maintenance) 只 转录 εἰ HER. 
Pr 和 Ρι 是 强 组 成 型 启动 子 ， 即 它们 有 效 结合 RNA 聚合 酶 并 不 需 活化 子 的 协助 而 指导 
枝 录 。 相 反 ，Pkv 是 一 个 弱 启 动 子 目 只 在 上 游 结 合 活化 子 后 才 会 有 效 指导 转录 。 在 这 方 
面 ，Prm 类 似 于 lac 启动 子 。 
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图 16-20 噬菌体 入 环形 图 。 和 基因 组 在 噬菌体 头 部 是 线形 的 ， 但 一 旦 感染 ， 就 会 在 cos 
位 点 环 化 。 当 整合 进 细菌 染色 体 时 ， 它 又 会 线形 化 ,末端 在 at 位 点 。( 见 第 11 章 关于 整 
合 的 描述 ) 


P, P P 


RM R 


图 16-21 入 噬菌体 左 侧 和 右 侧 的 启动 子 控制 区 域 。 


图 16-22 中 所 示 的 基因 表达 有 两 种 顺序 . 一 种 出 现在 裂解 生长 周期 ， 另 一 种 出 现在 
溶 原生 长 周期 。 当 Pr 和 Ρι 持续 开放 而 Pew 关闭 时 ， 就 发 生 裂解 生长 。 相 反 ， 溶 原生 
长 则 是 Pe 和 Ρι 关闭 而 Pew 打开 的 结果 。 这 些 启动 子 是 如 何 控制 的 呢 ? 


16-22 裂解 和 溶 原 生长 中 入 控制 区 域 的 转录 。 箭 头 分 别 指示 在 裂解 和 溶 原生 长 决定 期 哪 
一 个 局 动 子 是 有 活性 的 。 箭 头 也 指示 了 从 每 一 个 启动 子 开始 转录 的 方向 。 


MBA: 调控 的 层次 + 56. 


调控 蛋白 及 其 结合 位 点 四 聚 化 


cl 基因 编码 入 抑制 子 。 和 抑制 子 是 一 种 包含 由 柔性 衔 
接 区 连接 的 两 个 结构 域 的 蛋白 质 〈 图 16-23), Ν 端 结构 域 
包括 DNA 结合 区 (一 个 螺旋 -转折 -螺旋 结构 域 ， 与 我 们 以 ”激活 区 
前 所 见 的 相同 )。 与 DNA 结合 蛋白 质 一 样 ， 和 抑制 子 也 是 
以 二 聚 体形 式 结合 DNA 的 ; 二 聚 化 时 ， 两 个 单 体 的 C 端 
结构 域 接触 。 一 个 二 聚 体 识别 一 段 17bp 的 DNA 序列 ， 每 
一 个 单 体 识别 一 个 半 位 点 ， 这 也 与 我 们 在 lac 系统 所 见 是 πίκρα a 阻 抑 物 。 图 中 示 、 BH 
相同 的 我 们 已 经 在 图 16-12 中 详细 地 看 到 过 入 抑制 子 对 抑 物 的 一 个 单 休 ， 表示 了 参与 该 蛋 
DNA 的 识别 ) 。 白质 不 同 活性 的 各 种 表面 。N 表示 

令 冒 其 名 为 “抑制 子 ”， 但、 抑制 子 既 可 以 激活 也 可 以 氨 端 结构 域 ，C 表示 碳 端 结构 域 
抑制 转 录 。 当 作为 抑制 子 起 作用 时 ， 它 与 Lac 抑制 子 以 相 NRE’ ATAN ΜΑΗ 
同 的 作用 方式 结合 到 与 启动 子 有 重合 区 的 位 点 排斥 RNA 用 的 区 域 ， ORI Adoted tron 
聚合 酶 。 作 为 一 个 活化 子 时 ， 和 抑制 子 就 类 似 CAP， 通 过 Ptashne M ad Gann Α. 2002. 
劳 集 起 作用 。X 抑制 子 的 激活 区 位 于 蛋白 质 的 N 端 结构 域 ，Genes & signals, p.36, Fig 1~17. 
七 在 聚合 酶 上 的 靶 标 是 o 亚 基 上 的 一 个 区 域 ， 该 区 邻近 于 © Cold Spring Harbor Laboratory 
5 的 启动 子 一 35 识别 区 域 (4 区 , 第 12 章 ， 图 126). -- 

Cro 〈 和 意 为 抑制 子 和 其 他 基因 的 控制 ，control of re- 
pressor and other thing) 只 抑制 转录 ， 类 似 于 Lac 抑制 子 。 它 是 一 个 单 结 构 域 蛋白 并 有 目 
也 十 以 二 聚 体形 式 结合 到 17bp 的 DNA 序列 。 

入 抑制 子 和 Οτο 可 以 结合 6 个 操作 子 中 的 任意 一 个 ， 每 个 蛋白 质 以 不 同 的 亲和力 识 
别 这 些 位 点 ，3 个 位 点 位 于 左 控制 区 ，3 个 位 于 右 控制 区 。 我 们 将 重点 讨论 和 抑制 子 和 
Cro 在 右 侧 区 位 点 的 结合 ， 如 图 16-24 所 示 。 左 侧 区 位 点 的 结合 模式 与 右 侧 区 类 似 。 


DNA 结 合 


cro mRNA 


16-24 Or 中 的 启动 子 和 操作 子 位 点 的 相关 位 置 。 注 意 ORs 和 PR 的 一 35 区 有 3 ORE, 5 
Perf 2 个 碱 基 的 重奏 。 这 一 点 不 同 就 足以 使 PR 被 结合 到 Ors 上 的 抑制 子 抑制 ， 同 时 Pm 被 激活 。( 来 
W: b. Adapted from Ptashne M. 1992. A genetic switch: Phage and higher organisms, 2 nd edition. 
Copyright©1992. Blackwell Science Ltd. Used with permission. ) 


位 于 右 侧 操作 子 的 3 MERKA Om. Ope 和 Ogs; 这 些 位 点 的 序列 相似 ,但 是 并 不 
完全 相同 。 每 一 个 位 点 (如 果 与 其 他 位 点 分 离开 来 并 分 别 检测 的 话 ) 都 可 以 结合 一 个 抑 
制 子 或 者 Cro 二 聚 体 。 但 是 其 相互 作用 的 亲和力 是 不 一 样 的 。 抑 制 子 结合 Og 是 它 结合 
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Ogz 的 亲和力 的 10 倍 。 换 句 话 说， 结合 Og 所 需 的 抑制 子 的 量 是 结合 Or 的 10 倍 或 者 说 
浓度 是 结合 Or HY 10 41» Ors 结合 抑制 子 的 亲和力 与 Og 的 相同 。Cro 则 相反 ， 它 结合 
的 亲和力 最 强 ， 而 结合 Or 和 Ogz 则 需 10 倍 浓度 。 这 些 亲 和 力 差 异 的 意义 在 下 文 很 快 就 
SHT 。 


λ 抑制 子 与 操作 子 位 点 协同 结合 


入 抑制 子 协同 结合 DNA， 这 对 其 功能 是 至 关 重 要 的 ， 结 合 的 发 生 如 下 。 考 虑 抑制 
子 结合 Οκ 位 点 。 和 抑制 子 的 C 端 结构 域 不 仅 提供 二 聚 化 时 的 接触 ， 还 介 导 二 聚 体 间 的 
相互 作用 (接触 点 即 是 图 16-23 所 示 的 “四 聚 化 ”补丁 区 ) ， 这 样 ， 两 个 抑制 子 二 聚 体 
就 可 以 协同 结合 到 DNA 上 临近 的 位 点 。 

例如 ，OR 上 结合 的 抑制 子 通 过 协同 结合 协助 抑 
制 子 结合 到 低 亲 和 力 位 点 Orz 。 这 样 抑制 子 就 可 以 自 
动 结合 两 个 位 点 ， 并 且 在 浓度 只 够 单独 结合 Ogi 时 就 
可 以 做 到 (图 16-25). (回顾 所 学 内 容 ， 在 无 协同 性 
ΗΓ, 215 Og 需要 的 抑制 子 浓度 要 高 10 4%.) Or 不 
KAA: 抑制 子 协同 结合 Op 和 Og 但 却 不 能 自动 地 
与 第 三 个 二 聚 体 在 这 一 邻近 位 点 结合 。 

我 们 前 面 已 经 讨论 过 协同 结合 的 观点 并 看 了 一 
个 例子 : CAP 激活 lac 基因 。 在 例子 中 ， 协 同 结合 


SUA μμ, 是 抑制 子 自动 结合 到 同一 DNA 分 子 上 的 位 点 时 相互 
接触 的 直接 结果 。 


作用 形成 四 聚 体 ， 这 些 相 互 作 用 保证 了 抑 i “τ , l 
制 子 结合 DNA 是 协同 的 。 TE Or MO E HE 16-3 详细 讨论 了 协同 结合 的 原因 和 影响 。 调 


的 四 聚 体 的 相互 作用 增强 了 这 种 协同 结合 。 探 蛋 日 的 协同 结合 是 为 了 保证 基因 的 控制 信号 水 平 
( 见 下 文 及 图 16-27) 小 的 变化 也 可 以 使 基因 的 表达 水 平 有 很 大 改变 。 下 

面 讨 论 的 入 溶 原 性 诱导 就 提供 了 一 个 很 好 的 控制 灵 
敏 性 方面 的 例子 。 有 些 系统 中 ， 活 化 子 间 的 协同 结合 也 是 信号 整合 的 基础 ( 见 第 17 章 
8- 干 扰 索 的 讨论 )。 


入 噬菌体 : 调控 的 层次 。569 。 
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λ ΚΒ κ. 调控 的 层次 。571 。 


OO 
οδό 


抑制 子 和 Cro 以 不 同 模 式 结合 控制 裂解 和 溶 原生 长 


抑制 子 和 Cro 是 如 何 控制 与 不 同 的 入 生长 方式 耦 联 的 不 同 基因 的 表达 模式 的 呢 ? 对 
REKKI, Cro 二 聚 体 结合 Οι; 这 一 位 点 与 Pew, Att, Cro 抑制 了 该 启动 
于 《由 于 这 一 启动 子 是 弱 启 动 子 ， 所 以 在 无 活化 子 时 只 以 低 水 平 作用 ， 图 16-26) 。 因 
为 抑制 子 和 Cro 都 不 结合 Op 和 Or, ， 所 以 Pr 结合 RNA 聚合 酶 并 指导 裂解 基因 的 转 
K; PL 作 用 方式 与 此 相同 。 请 回顾 前 文 所 述 ，PR 和 P 都 是 无 需 活化 子 的 强 启动 子 。 


16-26 入 抑制 子 和 Cro 的 活性 。 抑 制 子 结 合 到 Or 和 Ow 上 关闭 了 从 PR 开始 的 转录 。 结 
合 到 Orz 的 抑制 子 Paw 上 的 RNA 聚合 酶 接触 ， 激 活 了 cl (抑制 子 ) 基因 的 表达 。Os 在 
PR 内， 结合 在 那里 的 Cro 抑制 了 cl WHER. (来 源 : Adapted from Ptashne Μ. and Gann 
A. 2002. Genes & signals, p. 30, Fig 1-13. ©Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 


在 次 原 周期 ，Prw 开 放 ， 而 Pe 和 Pi 关闭。 抑制 子 协同 结合 到 Ον 和 Ow 阻碍 RNA BE 
合 酶 结合 Pr， 抑制 从 该 启动 子 开 始 的 转录 。 单 抑制 子 的 结合 激活 了 从 Pru 开 始 的 转录 ， 

我 们 暂时 回 到 史 菌 体 如 何 选 择 可 变 的 途径 这 一 问题 上 来 。 但 首先 我 们 要 考虑 诱导 在 
细胞 受到 胁迫 时 ， 上 面 所 述 的 溶 原状 态 是 如 何 转 和 人 裂解 状态 的 。 


溶 原 性 诱导 需要 和 抑制 子 的 蛋白 水 解 切割 


E. coli 感受 到 DNA 损害 并 做 出 反应 。 它 通过 激活 RecA 入 日 质 的 功能 做 到 这 一 
点 。 该 酶 参与 重组 〈 如 其 名 称 所 反应 的 ; 第 10 音 )， 但 它 也 有 另 一 功能 ， 即 刺激 某 一 蛋 
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日 质 的 目 动 水 解 切 制 。 最 先 发 现 的 这 一 活性 的 底 物 是 一 种 细菌 抑制 子 蛋白 称 为 LexA， 
它 抑制 编码 DNA 修复 的 酶 。 被 激活 的 RecA 刺激 LexA 的 自我 切割， 解除 对 基因 的 抑 
制 。 这 被 称 为 SOS 反应 (第 9 章 )。 

如 来 细胞 是 溶 原 体 ， 原 哈 菌 体 就 倾向 于 在 胁迫 环境 下 逃离 细胞 。 最 终 ，、 抑制 子 变 
得 类 似 于 LexA， 这 使 得 入 抑制 子 也 在 RecA 的 作用 下 进行 自身 切割 。 切 市 反应 除去 了 
抑制 子 的 C 端 结构 域 ， 因 此 二 聚 化 和 协同 性 马上 不 复 存 在 。 因 为 这 两 项 功能 对 于 抑制 
于 结合 Om 和 Oe (以 在 溶 原 性 细胞 中 所 见 的 浓度 ) 是 至 关 重 要 的 ， 失 去 协同 性 使 抑制 
子 在 这 些 位 点 (包括 On 和 O) 上 解 耦 联 ， 失 去 抑制 从 而 促进 了 从 PR 和 Ρι 开始 的 转 
孙 ， 隆 致 了 裂解 生长 。 

为 了 有 效 诱导 ， 溶 原 性 细胞 中 的 抑制 子 水 平 必 须 严密 调控 。 如 果 水 平 降 得 太 低 ， 在 
正 第 情况 下 ， 溶 原 性 细胞 也 有 可 能 自发 诱导 ; 如果 水 平 升 得 太 高 ， 诱 导 就 会 失去 作用 。 
后 痢 的 原因 在 于 ， 必 须 有 更 多 的 抑制 子 失 活 (经 由 RecA)， 以 使 其 浓度 降 到 足够 低 而 
释放 Orn 和 Or 。 我 们 已 经 看 到 了 抑制 子 是 如 何 保证 其 水 平 不 致 降 得 太 低 的 ， 它 激活 其 
自身 的 表达 ， 这 是 一 例 正 自我 调控 (positive autoregulation)。 但 是 它 是 如 何 保 证 其 水 
平 不 致 升 得 太 高 的 呢 ?” 抑 制 子 也 对 自身 进行 负 自 我 调控 。 

负 目 我 调控 (negative autoregulation) Aun FYE: 如 图 16-26 所 示 ，Prm 被 抑制 
子 〈 在 Ow 处 ) 激活 合成 更 多 的 抑制 子 。 但 如 果 浓 度 过 高 时 ， 抑 制 子 也 会 结合 Or, M 
而 抑制 Peru 《以 类 似 于 裂解 生长 中 Cro 结合 Ors 而 抑制 Paw 的 方式 ) 。 这 样 阻 止 了 新 的 抑 
制 子 的 合成 ， 直 到 其 浓度 降 到 释放 Ops 的 水 平 。 

万 外 有 趣 的 一 点 是 ,“ 诱 导 ” 一 词 被 用 来 描述 入 中 由 溶 原 性 向 裂解 生长 的 转变 ， 同 
时 也 用 来 描述 lac 基因 在 乳糖 存在 时 的 打开 。 这 一 通用 的 用 词 方法 源 自 于 这 样 一 个 事 
实 ， 即 这 两 个 现象 是 同时 由 Jacob 和 Monod (HE 16-2) 研究 的 。 这 一 用 法 的 确 名 实 相 
IF: 乳糖 诱导 Lac 的 构象 改变 从 而 解除 了 对 lac 基因 的 抑制 。 同 样 ， 和 的 诱导 信号 也 是 
通过 造成 和 抑制 子 的 结构 变化 (此 种 情况 下 是 蛋白 质 水 解 切 割 ) 而 起 作用 的 。 


抑制 子 的 负 自 我 调控 需 远 程 相互 作用 和 大 的 DNA 环 


我 们 已 经 讨论 过 抑制 子 二 聚 体 在 临近 的 操作 子 ， 如 Or 和 Ow 上 的 协同 结合 。 在 溶 
原 性 细 商 的 原 喉 画 体 中 还 有 另 一 种 协同 结合 。 这 种 协同 结合 对 于 正确 的 负 自 我 调控 至 关 
E. Ori 和 Ope 上 结合 的 抑制 子 二 聚 体 与 协同 结合 到 On 和 Οι; 上 的 抑制 子 二 聚 体 相 互 
作用 ， 形 成 一 个 抑制 子 八 聚 体 ; 其 中 的 每 一 个 二 聚 体 都 独立 地 结合 操作 子 。 

为 利于 Οκ 和 OL 之 间 的 抑制 子 的 相互 作用 ， 这 些 操作 子 区 之 间 的 DNA 一 一 约 
3. 5kb， 包 括 cl 基因 本 身 ， 必 须 形成 一 个 环 〈 图 16-27) 。 当 环形 成 时 ，O 和 OT, 
允许 态 外 两 个 二 聚 体 抑制 子 协同 结合 到 这 两 个 位 点 。 这 一 协同 性 意味 着 与 非 协同 情况 下 
相 比 较 ，ORs 结 合 抑制 子 时 所 需 的 抑制 子 浓度 更 低 一 一 实际 上 ， 只 需 比 结合 Or 和 Og 高 
一 反驳 可 以 了 。 因 此 ， 抑 制 子 浓 度 是 被 严密 控制 的 一 一 很 小 的 下 降 就 会 被 其 基因 表达 的 
升 高 所 补偿 ， 升 高 时 ， 则 导致 基因 关闭 。 这 样 就 解释 了 为 什么 溶 原 性 细菌 是 如 此 稳定 而 
同时 户 寻 又 是 非常 有 效 的 。 | 

入 抑制 子 的 C 端 结构 域 的 结构 揭示 了 二 聚 体 形成 的 基础 ， 如 早期 的 遗传 学 研究 所 解 


MEA: 调控 的 层次 « 573 。 


16-27 Οκ MO, 上 抑制 子 的 相互 作用 。 这 些 相互 作用 稳定 结合 ， 这 样 ， 相 互 作 用 
增强 了 对 PR 和 PL 的 抑制 ， 允 许 抑 制 子 在 低 浓度 时 结合 Ors 。 (来 源 : Adapted from 
Ptashne M. and Gann A. 2002. Genes & signals, p. 35,F ig. 1-16. © Cold Spring Harbor 


Laboratory Press. ) 


释 的 。 它 同时 也 揭示 了 两 个 二 聚 体 是 如 何 相互 作用 形成 四 聚 体 的 (如 抑制 子 协同 结合 
Or 和 Orz 时 )。 而 且 ， 这 一 结构 还 揭示 了 八 聚 体形 成 的 基础 一 一 显示 这 是 抑制 子 窒 聚 体 
的 最 高 形式 (图 16-28) 。 


二 聚 体 - 二 聚 体 界 面 FRE - — FRA FE M 


四 有 聚 体 - 四 聚 体 界 面 二 聚 体 - 二 聚 体 界 面 


16-28 入 抑制 子 的 C 末端 结构 域 的 互 作 。 图 的 上 部 展示 的 是 2 个 入 抑制 子 的 C 末 闪 结构 域 的 二 聚 
体 示意 图 。 这 里 表示 的 是 和 抑制 子 结构 域 表 面 形成 的 被 称 为 B 和 R 的 沟 ， 它 们 首先 介 导 2 个 二 聚 体 
形成 四 聚 体 ， 然 后 2 个 四 聚 体 又 形成 八 聚 体 〈 当 抑制 子 共同 结合 到 4 个 位 点 0r1，0r2，011 和 012 时 
可 以 发 现 这 种 形式 .) 一 旦 形成 八 聚 体 ， 束 没 有 剩余 的 空间 让 新 的 二 聚 体 进入 复合 体 ， 所 以 八 聚 体 是 
所 能 形成 的 最 高 形式 。( 经 允许 ， 略 有 修改 ， 引 自 Bell 等 2000， Cell 101: 801-811， 图 4a，b 和 5a-c 


Elsevier) 
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。 制 子 关闭 溢 菌 基因， 但 自身 的 合成 并 不 受 调控 。 (阶段 2) 单一 的 抑制 结合 位 点 移动 到 离 Pw 较 近 的 位 置 
τς (ΗΑΕ On 的 位 置 )， 这 样 就 使 结合 的 抑制 了 τ Ana UEN 从 而 刺激 启动 子 抑制 Ρε. (阶段 


ου 第 二 个 抑制 子 结合 信 立 点 被 引入 《在 Or 的 位 置 )。 B 之 外 ， 还 引入 了 一 个 新 的 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 
”表面 使 抑制 子 二 聚 体 协同 结合 合 到 这 x He #4 AB J 位 a. ΚΑΕΝ 加 了 Γ δ: 统 的 协同 性 ， 提高 了 转换 的 效率 - 
《阶段 4) 第 三 个 抑制 子 结合 位 点 (O) WIAT. wen 抑制 子 负 调控 自己 的 合成 ， 使 其 
浓度 低 于 关键 的 水 平 ， 从 而 保证 有 效 的 转换 机 制 。 (StF Wie H Ptashne M. and Gann Α. 1988. Curr. 
Biol. 8: R812822, Elsever) - ο... ο ο... 


° 576 。 第 16 章 原核 生物 的 基因 调控 
oa 


和 c 业 ， 一 种 欣 制 溶 原 或 裂解 、 生 长 或 感染 新 宿主 的 活化 子 


我 们 已 看 到 和 抑制 子 和 Cro 是 如 何 控制 溶 原 性 和 裂解 牛 长 ， 以 及 二 者 如 何在 受到 诱 
于 时 从 一 种 形式 转变 为 男 一 种 生长 形式 的 。 现 在 我 们 来 看 一 下 感染 早期 的 事件 。 这 些 事 
件 决定 着 噬菌体 首先 选择 哪 条 途径 。 对 这 一 选择 起 着 关键 作用 的 是 另 外 两 个 、 基因 ， 
cA cil. RNA λ HIRD ΒΕ Β Π| ΒΒ cA cM: cI 位 于 c 工 的 
右 侧 ， 从 Pr 开始 转录 ; c 亚 位 于 c 工 的 左 侧 ， 从 Pi 开始 转录 (图 16-29). 


图 16-29 与 溶菌 / 溶 原 相 关 的 基因 和 启动 子 。N 基因 没有 在 此 列 出 ， 因 为 N 基因 
在 PL 和 <c 亚 基因 之 间 。( 人 参见 图 16-20) 


如 入 抑制 子 一 样 ，CI 也 是 一 个 转录 活化 子 。 它 结合 到 启动 子 Pe (BH repressor 
establishment) 上 游 的 位 点 ， 刺 激 从 该 启动 子 开始 的 <I (抑制 子 ) 基因 的 转录 ， 因 此 ， 
该 抑制 子 基因 可 以 从 不 同 的 两 个 启动 子 (Pa 和 Pew) 开始 转录 

Pee 是 一 个 弱 启动 子 ， 因 为 它 有 一 个 不 完全 的 一 35 序列 。CI 蛋白 在 背 对 DNA “8 
放 的 一 面 结合 到 与 一 35 区 有 重 秋 的 位 点 ; 通过 与 聚合 酶 直接 作用 ，C 了 协助 聚合 酶 结合 
到 启动 子 上 。 

只 有 Pre 产 生出 足够 的 抑制 子 ， 这 一 抑制 子 才 可 以 结合 到 Οι 和 O 指导 其 自身 从 
Peru 开始 的 合成 。 这 样 ， 我 们 看 到 抑制 子 合 成 是 从 一 个 启动 子 转录 来 确立 (由 一 个 活化 
子 激活 )， 接 着 由 另 一 个 启动 子 维持 (通过 抑制 子 自 身 控制 一 正 自 我 调控 )、 

现在 ,我 们 可 以 总 结 一 下 CI 如 何 指挥、 在 裂解 和 溶 原 发 育 途 径 中 做 出 选择 。 一 经 
感染 ， 就 会 立即 起 始 从 Pe 和 Ρι 两 个 组 成 型 启动 子 开 始 的 转录 。Pr 指导 合成 Cro 和 
CH Cro 的 表达 使 噬菌体 进入 裂解 发 育 : 一 旦 Cro 达到 一 定 的 水 平 ， 它 就 会 结合 Op 
封闭 Paw。 男 一 方面 ，C 本 的 表达 则 通过 指导 抑制 子 基 因 的 转录 (图 16-30) 使 噬菌体 
进入 溶 原 性 生长 。 为 了 成 功 地 形成 溶 原 性 细胞 ， 抑 制 子 必 须 在 Cro 抑制 启动 子 之 前 结合 
On 和 Ogs 并 激活 Ρεμ. 

CI 决定 的 cI 基因 的 转录 效率 ， 即 抑制 子 产 生 的 速率 ， 是 决定 如 何 发 展 的 关键 
步骤 。 那 么 ， 在 特定 的 感染 中 ， 什 么 决定 了 CI 工作 的 效率 呢 ? 

就 像框 16-5 (鉴别 与 溶菌 / 溶 原 相关 基因 的 遗传 途径 ) 所 描述 的 过 程 ， 精 心 设计 的 
遗传 第 选 获 得 了 这 些 cT ，cJ 了 [和 cc 于 基 因 ， 


侵 染 特定 细菌 的 噬菌体 颗粒 的 数目 影响 侵 染 走向 溶菌 或 溶 原 


感染 复数 REK moi) 是 度量 有 多 少 鸣 菌 体 颗 粒 侵 染 一 个 群体 中 的 特定 细菌 的 单 
位 。 如 有 果 平 均 每 个 细胞 的 噬菌体 颗粒 数目 是 1 或 几 ， 侵 染 很 可 能 以 溶菌 结束 。 如 果 哈 万 
体 颗粒 的 数目 是 2 个 或 多 个 ， 则 很 可 能 形成 溶 原 。 当 每 个 细胞 中 的 叭 菌 体 颗粒 数目 减少 
时 ， 形 成 溶菌 的 可 能 性 就 变 大 ， 当 数目 不 断 增 加 时 ， 形 成 溶 原 的 可 能 性 增加 。 


Ae eK: 调控 的 层次 。577 。 


κκ κοκ 


ot 


z 


κ. 


1630 溶 原 性 的 建立 。 当 建立 了 溶 原 性 时 ，c 工 基因 从 PE 开始 转录 ， 当 维持 住 这 一 状态 时 ，c ἀκμὴ 
从 Prem 开始 转录 。 结 合 在 Or 和 Ogs 上 的 抑制 子 不 但 激活 了 维持 模式 的 表达 而 且 关 闭 了 建立 模式 的 表达 。 
意 PR 不 但 控制 了 裂解 基因 的 表达 ， 它 还 控制 了 επ 的 表达 ， 因此 它 对 于 溶 原 和 裂解 生长 都 是 重要 的 。 
类 似 地 ， 尽 管 图 中 没有 表示 出 来 ，PL 控制 了 许多 裂解 基因 也 同时 控制 了 协助 建立 溶 原 性 的 c 夺 基因 «ΤΕ 


X). (ÆW: Adapted from Ptashne M. and Gann A. 2002. Genes & signals, p. 31, Fig. 1-14. ©Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, ) 
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越 多 ， 并 开始 从 Pr 和 pl 起 始 转录 ， 制 
CUA C 开 惑 越 多 ， 至 少 有 一 个 唉 菌 体 基 因 组 建立 抑制 子 的 合成 并 整合 到 细菌 基因 组 中 的 几 
率 承 越 大 。 只 要 有 一 个 侵 染 的 唆 菌 体 做 到 了 这 一 点 ， 其 他 的 就 相应 的 被 阻止 发 生 溶菌 。 

人 和 们 可 以 推测 为 什么 和 要 如 此 表现 ， 例 如 ， 为 什么 当 有 很 多 鸣 菌 体 但 只 有 很 少 细菌 
时 它 末 可 发 生 溶 原 。 如 果 只 有 很 少 的 细菌 细胞 ， 供 下 一 轮 的 侵 染 可 用 的 寄主 细胞 受到 限 
制 ， 所 以 咽 菌 体 保 持 休 眼 而 不 是 冒 一 轮 溶 菌 后 没有 寄主 细胞 的 风险 是 有 好 处 的 。 细 菌 细 
胞 生长 的 状态 也 影响 侵 染 的 结果 ， 正 如 下 文 的 描述 。 


E. coli 的 生长 条 件 控制 CH 的 稳定 性 并 因而 控制 裂解 / 溶 原 的 选择 


当 哈 落体 感染 的 是 一 群 健康 的 、 生 长 快速 的 细菌 细胞 时 ， 它 倾向 于 通过 裂解 繁殖 ， 
将 后 代 释 放 到 富 含 宿主 细胞 的 环境 中 。 而 当 条 件 对 细菌 生长 不 利 时 ， 噬 菌 体 就 更 有 可 能 
形成 浴 原 细胞 并 保持 原 有 状态 。 附 近 只 有 很 少 的 宿主 细胞 可 以 被 后 代 叭 菌 体感 染 ， 这 些 
不 同 的 生长 条 件 以 如 下 方式 影响 CII 

CIE E. coli 中 是 一 个 非常 稳定 的 蛋白 质 ， 它 被 一 个 特异 的 蛋白 酶 FtsH (HflB) 
降解 ， 这 个 酶 由 hfi 基因 编码 。 因 此 ，CI 指 导 合 成 抑制 子 的 速度 就 由 它 被 FtsH 降解 
的 速度 来 决定 。 缺 少 hfi 基因 的 细胞 〈 也 就 是 缺少 FtsH) 几乎 总 是 在 被 入 感染 时 形成 
AURA: 在 无 蛋白 酶 时 ，CI 是 稳定 的 ， 它 能 指导 合成 足够 的 抑制 子 。FtsH 自身 的 
活性 由 细菌 细胞 的 生长 条 件 调控 ， 尽 管 我 们 不 知道 这 是 如 何 实 现 的 ， 但 我 们 至 少 知道 如 
FA: 当 生 长 良好 时 ，FtsH 活性 高 ，C 卫 被 有 效 破坏 ， 抑 制 子 不 能 合成 ， 哈 菌 体 倾 
向 于 裂解 生长 ; 在 恶劣 条 件 下 则 相反 ，FtsH HR, CIERRE, ΠΕΡΙΞ, WE 
体 倾向 于 溶 原 生长 。C 的 水 平 也 被 哈 菌 体 蛋 白 C 开 调节 。C 亚 稳定 CI ， 这 可 能 是 因为 
它 可 以 作为 FtsH 的 替代 性 (因此 是 竞争 性 ) 底 物 。 

第 二 个 CI 和 蛋白 依赖 的 启动 子 Pt， 有 一 类 似 Pre 的 序列 ， 位 于 叭 菌 体 基因 int (图 
16-20) 之 前 。 这 一 基因 编码 一 种 酶 ， 该 酶 催化 位 点 特异 性 重组 ,使 A DNA 整合 人 细菌 
染色 体形 成 原 哈 菌 体 (第 11 章 ) 。 第 三 个 CI 依赖 的 启动 子 Pag. (FEA Q 的 中 间 ， 
其 作用 是 延 清 裂解 发 育 从 而 促进 溶 原 发 育 。 这 是 因为 Pno 的 RNA 可 以 作为 翻译 信使 结 
合 到 Q 信使 促进 其 降解 。Q 是 另 一 个 调控 蛋白 ， 它 促进 晚期 裂解 生长 ， 我 们 将 在 以 下 
部 分 介绍 。 


入 发 育 中 的 转录 抗 终 止 作用 


前 面 我 们 已 经 介绍 了 在 转录 起 始 后 的 步骤 中 运作 基因 调控 的 例子 。 在 入 发育 中 还 发 
现 了 为 外 两 种 例子 ， 下 面 我 们 将 进行 描述 。 首 先 ， 我 们 将 看 一 种 正 转录 调控 的 类 型 ， 叫 
做 抗 终止 作用 (antitermination)，。 
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在 无 N 蛋白 和 Q 蛋白 时 ， 由 这 两 个 调控 蛋白 控制 的 转录 也 可 以 很 好 地 起 始 。 但 是 ， 
除非 调控 蛋白 修饰 RNA 聚合 酶 ， 否 则 在 启 动 子 下 游 几 百 到 一 千 核 苷 酸 处 转录 就 会 终 
止 。 和 N 和 Q 和 蛋白 因此 被 称 为 抗 终止 蛋白 。 

N 生日 调控 早期 基因 表达 ， 它 作用 于 3 个 终止 子 : 一 个 在 N 基因 本 身 的 左 侧 ， 一 
个 在 基因 cro 右 侧 ， 还 有 一 个 在 基因 了 P 和 Q 之 间 (图 16-20 和 图 16-31) 。Q 蛋白 有 一 个 
又 标 ， 是 一 个 位 于 晚期 启动 子 Pr 200 核 彰 酸 下 游 的 终止 子 , 位 于 Q 和 5S 基因 之 间 (图 
16-31)。 和 晚期 基因 操纵 子 ， 自 Pr 开始 转录 ， 在 原核 转录 单位 中 算 的 是 很 大 的 ， 大 约 
26kb, RNA 育 合 酶 要 走 完 全 程 需 要 10min. 

我 们 对 抗 终止 蛋白 的 作用 机 制 的 了 解 是 不 彻底 的 。 如 其 他 调控 蛋白 一 样 ，N 和 Q 
也 只 作用 于 带 有 特定 序列 的 基因 。N 蛋白 阻止 在 入 早期 操纵 子 的 终止 ， 但 不 作用 于 其 他 
细 酚 和 鸣 菌 体操 纵 子 。 没 有 在 抗 终止 蛋白 作用 的 位 点 发 现 抗 终止 蛋白 识别 的 特异 序列 ， 
但 在 终止 子 之 前 确实 发 生 了 抗 终止 作用 。N 集 日 所 需 的 位 点 叫做 nut CA N 利用 ，N 
utilization)， 位 于 Pr 和 Pr 下游 60 一 200 42t MBA (图 16-31) 。 但 是 N 不 在 DNA 内 结 
合 这 些 序 列 ， 而 是 结合 从 包含 有 nut 序列 的 DNA 转录 出 来 的 RNA.， 


nut R 


图 16-31 入 转录 抗 终止 子 N 和 Q 的 识别 位 点 和 激活 位 点 。 上 一 行 显示 早期 的 右 向 启 
动 子 PR 及 其 起 始终 止 子 ，tR1 nut 位 点 分 为 两 个 区 ， 称 为 BoxA (7bp) 和 BoxB， IH 
一 个 8bp 的 间隔 区 域 分 开 。BoxB 的 序列 成 对 称 并 在 转录 为 RNA 后 形成 一 个 葵 - 环 结 
fi]. RNA 样 的 πωκ 的 序列 如 上 面 所 示 。 下 面 一 行 显示 启动 子 Pr ， 其 序列 为 Q 蛋 
日 功能 所 必需 ， 此 外 还 有 Q 蛋白 作用 的 终止 子 。 


因此 ，RNA 聚合 酶 一 通过 nut 位 点 ，N 即 结合 到 RNA 上 ， 并 于 那里 装载 到 RNA 
聚合 酶 上 。 在 这 种 状态 下 ， 聚 合 酶 就 能 够 抵抗 N 和 cro 基因 以 外 的 终止 子 。 XN 与 细菌 
基因 nusA、nusB、nusE 和 nusG 的 产物 一 起 作用 。NusA 集 日 是 一 个 重要 的 细胞 转录 
因子 ; NusE 是 核糖 体 小 亚 基 蛋白 S10， 但 它 在 N 蛋白 功能 中 的 作用 还 是 未 知 的 ，NusB 
集 日 在 细胞 中 的 功能 也 不 清楚 。 这 些 蛋 白质 与 N 蛋白 在 nut 位 点 形成 一 个 复合 体 ， 介 
EMAL N 蛋白 浓度 高 ， 也 可 以 在 没有 这 些 蛋 白质 的 时 候 起 作用 ， 表 明 N 蛋白 自 FAA 
促进 抗 终止 作用 。 

MAN ΕΗ, AQ 蛋白 识别 位 于 晚期 启动 子 Pr 一 10 和 一 35 区 之 间 的 DNA 序列 
(QBE) (图 16-31)。 在 无 Q 时 ， 聚 合 酶 结合 并 起 始 转录 ， 但 在 行进 仅 16 17284 
后 暂停 ; 接着 它 会 继续 直到 终止 于 下 游 大 约 200bp 的 终止 子 Gr). WREE Q, 聚合 
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梅 一 离开 局 动 子 ，Q 就 会 结合 QBE， 并 转 到 在 附近 暂停 的 聚合 酶 。 聚 合 酶 载 有 了 Q 就 
能 通过 tre ELERE o 

wU. RAH o 因子 与 Q 功能 的 相关 得 到 了 证 实 (参见 图 16-32), HA, KA 

在 Pr 处 刚刚 起 始 就 停顿 下 来 是 因为 它 遇 到 了 与 启动 子 一 10 区 相似 的 一 段 序 列 。c 因 

于 的 第 二 区 域 通常 识别 这 一 序列 ， 如 12 章 所 描述 的 那样 与 非 模板 链 的 碱 基 对 结合 。 在 
至 顿 区 也 发 生 相 同 的 事情 ， 使 聚合 酶 暂时 停止 。 与 此 同时 ， 新 生 的 转录 本 穿 过 酶 的 
RNA MBE o 和 酶 的 核心 交界 处 发 生 重 排 ， 暴 露 原来 被 掩盖 的 部 分 σ 因子 的 区 域 4 (如 
12 章 的 描述 )。6 的 这 个 表面 然后 与 Q 结合 。 

现在 仍然 不 清楚 为 什么 聚合 酶 与 Q 形成 的 新 的 复合 体 不 能 越过 下 游 的 终止 子 。 但 
有 一 点 是 清楚 的 ， 就 是 o 从 开始 就 可 以 调控 下 游 基因 ， 并 且 o 的 区 域 4 自始至终 都 可 以 
是 调控 子 的 靶 点 。 


”在 RNA 出 口 的 


Gilinker σι; 


-10 关 似 元 件 


b 


在 RNA 出 口 的 
Olinker 被 替换 


AQ > 


图 16-32 ”在 早期 延伸 过 程 中 ，XQ 是 如 何 与 ΕΝΑ 聚合 酶 相互 配合 的 。 PR. 相关 事件 的 发 
生 顺 序 (a) 在 起 始 的 复合 物 中 ， 聚 合 酶 与 PR，o3/4 linker (cs.?) 结合 组 装 后 存在 于 RNA 
HHAHP., b) 停顿 的 复合 物 。 新 生 的 转录 本 (未 展示 ) 替换 了 出 口 通道 中 的 o3slinker, 3X 
个 事件 发 生 在 与 AQ 结合 之 前 。(c) XQ 表现 为 与 停顿 的 延伸 因子 结合 。 细 节 描 述 详 见 正 文 。 
(Ann Hochschild {1} 
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这 回调 控 : RNA 合成 和 稳定 性 控制 相互 影响 并 决定 基因 表达 


CIHMA ΔΗ Ρι, F πι 基因 的 表达 ， 同 时 激活 启动 子 Pe. BRAM 
{| CA 16-20). Int 蛋白 是 一 个 在 形成 溶 原 性 细胞 时 将 噬菌体 基因 组 整合 到 宿主 细胞 
中 的 酶 (第 11 章 )。 因 此 ,一 旦 感染 ， 有 利于 CI 蛋白 活性 的 条 件 就 造成 抑制 子 和 整合 
μμ} A TS ο 

但 是 int 基因 可 以 从 Pi 或 Pi 转录 ， 所 以 或 许 有 人 会 想到 整合 酶 也 可 以 在 无 CI 和 蛋 
日 的 时 候 合 成 。 这 种 情况 是 不 会 发 生 的 ， 原 因 在 于 由 PL 起 始 的 int 信使 RNA 被 细胞 的 
核酸 酶 降解 了 ， 而 在 Ρι 起 始 的 mRNA 是 稳定 的 ， 可 以 被 翻译 为 整合 酶 蛋白 质 。 这 是 因 
为 两 种 信使 的 3 端 有 着 不 同 的 结构 。 

在 Pi 起 始 ， 并 在 int 基因 末端 之 后 300 核 苷 酸 处 的 终止 子 停止 的 RNA， 具 有 典型 
We Heat, AAG 6 个 尿 喀 啶 〈 图 16-33; 第 12 章 图 12-12)。 相 反 ， 当 RNA 的 合成 
从 Pi 起 始 ， 同 时 RNA 聚合 酶 被 N 蛋白 修饰 ， 此 时 通过 终止 子 。 这 一 更 长 的 mRNA 
可 以 形成 一 个 等 ， 作 为 核酸 酶 的 底 物 。 因 为 这 一 负责 负 调 控 的 位 点 位 于 它 所 影响 的 基因 
的 下 游 ， 同 时 降解 是 沿 着 基因 逆向 进行 的 ， 所 以 这 一 过 程 被 称 为 逆向 调控 (retroregu- 


lation) 。 


无 N 蛋白 时 的 终止 位 
κ... 


转录 方 问 


图 16-33 int 表达 的 逆向 调控 的 DNA 位 点 和 转录 RNA 的 功能 结构 。 上 部 所 示 为 DNA 序列 ， 下 面 的 圆柱 体 显示 
RNA 中 形成 发 夹 对 称 的 序列 。 左 侧 的 结构 显示 从 Pr 转录 出 的 RNA 形成 的 终止 子 ， 未 被 N 蛋白 持 抗 终止 ， 这 
一 结构 可 以 抵抗 核酸 酶 的 降解 。 右 侧 的 结构 显示 在 N 蛋白 抗 终止 因子 影响 下 从 PL 转录 出 的 RNA 形成 的 延伸 
环 ， 这 一 结构 显示 RNA 酶 上 切割 和 核酸 酶 降解 的 靶 位 ，。 


逆向 调控 的 生物 学 功能 是 不 言 而 喻 的 。 当 CI 活性 低 而 有 利于 裂解 发 育 时 ， 是 不 需 
要 整合 酶 的 。 因 此 ， 其 mRNA 被 破坏 掉 。 但 当 CI 活性 高 而 有 利于 溶 原 发 育 时 ，izz 基 
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er αμαμ ee 
AI Peak PEE M Hill AS BAS ΝΑ 重组 进入 细菌 染色 体 。 

X— VIED LIA A ARR. SWABS, EEE AAD 
一 个 酶 ， 称 为 前 切 酶 Cexcisionase), ， 见 第 11 ΞΕ, WHIEH, {Εγ6ἑ A DNA 从 细菌 
DNA 中 重新 独立 出 来 。 不 管 CI 活性 高 不 高 ， 它 都 要 做 到 这 一 点 。 因 此 ， 在 这 些 条 件 
下 , AÈ NEAKEN, KARVIA Pi 合成 稳定 的 整合 酶 mRNA。 这 是 如 何 
实现 的 呢 ? 

当 噬 亢 体 基因 组 在 溶 原型 细胞 建立 期 间 整合 到 细菌 染色 体 时 ， 发 生 重组 的 喉 菌 体 黏 
附 位 点 位 于 int 基因 和 编码 mRNA 开始 降解 的 延伸 茎 的 序列 之 间 (图 16-20). 因此 ， 
在 整合 形式 下 ， 引 起 降解 的 位 点 在 ine 基因 末端 被 删除 ， 从 Pi 转录 出 来 的 ἐπὶ mRNA 
是 稳定 的 。 


小 结 
和 


一 般 的 基因 根据 对 其 产物 的 需要 开启 和 关闭 。 这 一 调控 主要 发 生 在 转录 起 始 水 平 . 
例如 ， 在 E. coli 中 ， 编 码 代谢 乳糖 的 酶 的 基因 只 有 在 培养 基 中 有 乳糖 时 ， 才 高 水 平地 转 
采 。 而 且 ， 当 有 葡萄 糖 (一 种 更 好 的 能 源 ) 时 ， 即 使 存在 乳糖 ， 其 代谢 基因 也 不 表达 . 

于 号 《如 出 现 某 种 糖 ) 由 调控 蛋白 传递 给 基因 。 调 控 蛋 白 包括 两 种 类 型 :活化 子 ， 
即 开局 基因 的 正 调控 蛋白 : 抑制 子 ， 即 关闭 基因 的 负 调 控 蛋 白 。 一 般 说 来 ， 这 些 调控 蛋 


活化 于 ， 在 最 简单 (也 是 最 常见 ) 的 情况 下 ， 作 用 于 弱 启 动 子 。 这 些 启动 子 ， 在 无 
任何 调控 蛋白 存在 时 ，RNA 聚合 酶 结合 上 去 (并 因此 启动 转录 ) 的 效率 比较 低 。 活 化 
于 以 其 一 面 结合 到 DNA， 另 一 面 结合 到 聚合 酶 并 将 其 募集 到 启动 子 部 位 ， 这 一 过 程 是 
一 个 协同 结合 的 例子 ， 足 以 刺激 转录 。 

抑制 子 通过 结合 到 启动 子 重 释 区 从 而 阻碍 RNA 聚合 酶 的 结合 ， 可 以 抑制 转录 抑 
制 子 也 可 以 其 他 方式 作用 。 例 如 ， 结 合 启动 子 旁 的 位 点 ， 通过 与 结合 到 启动 子 上 的 聚合 
酶 相互 作用 抑制 转录 。 

E. coli 的 lac 基因 被 活化 子 和 抑制 子 以 前 面 描述 过 的 简单 方式 控制 。 在 无 葡萄 糖 
时 ，CAP 结合 lac 启动 子 附近 的 DNA， 通 过 募集 RNA 聚合 酶 到 启动 子 ， 激活 这 些 基 
因 的 表达 。Lac 抑制 子 结合 与 启动 子 有 重 羡 区 的 位 点 ， 在 无 乳糖 时 关闭 基因 表达 

RNA 到 合 酶 被 募集 到 不 同 基 因 上 的 另 一 种 方式 是 利用 σ ΡΤ, RER o 因子 可 以 
茶 代 主要 的 ec 因子 (E. coli 中 是 o) 并 将 聚合 酶 引导 到 启动 子 不 同 的 序列 上 。 例如 ， 
0 指导 对 热 激 反应 的 基因 的 转录 ，oi# 指 导 参 与 氮 代 谢 酶 基因 的 转录 。 喉 菌 体 «ΡΟΙ 利 
用 一 系列 的 选择 性 σ 控制 其 基因 在 感染 期 间 的 有 序 表达 ， 

企 细 销 中 还 有 其 他 种 类 的 转录 激活 的 例子 。 在 有 些 启动 子 上 ，RNA 聚合 酶 独立 、 
有 效 的 结合 ， 并 形成 稳定 的 、 无 活性 的 封闭 复合 体 。 这 一 封闭 复合 体 不 会 自动 地 转变 为 
开放 复合 体 并 起 始 转 录 。 在 这 样 的 启动 子 上 ， 活化 子 必须 刺激 从 封闭 复合 体 到 开放 复合 
体 的 转变 。 
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刺激 此 类 局 动 子 的 活化 子 通过 变 构 起 作用 : 它们 与 稳定 的 封闭 复合 体 相互 作 用 ， 诱 
于 构象 变化 ， 导 致 转变 为 开放 复合 体 。 在 本 章 ， 我 们 看 到 了 两 个 活化 子 通 过 变 构 激活 转 
录 的 例子 。 其 中 一 例 ， WEF (NtrC) 与 RNA RABE CHA os ) 结合 到 ginA 启动 子 
的 稳定 封闭 复合 体 上 ， 刺 激 转 变 为 开放 复合 体 。 在 另 一 例 中 ， 活 化 子 (MerR) 诱导 
mer T 局 动 子 中 的 DNA 构象 改变 。 

在 我 们 考虑 过 的 所 有 情况 中 ， 调 控 蛋 白 本 身 都 被 信号 通过 变 构 控制 ， 即 调控 蛋白 的 
形状 在 信号 存在 时 改变 。 一 种 状态 下 ， 它 可 以 结合 DNA， 另 一 种 状态 则 不 能 。 例 如 ， 
Lac 抑制 子 就 被 配 体 别 乳糖 (从 乳糖 而 来 的 产物 ) 控制 。 当 别 乳 糖 结合 了 抑制 子 ， 它 就 
诱导 重 日 产生 形状 变化 ， 使 之 处 于 不 能 结合 DNA 的 状态 。 

基因 表达 也 可 在 转录 起 始 后 的 步骤 中 调控 。 例 如 ， 可 在 转录 延伸 水 平 调控 。 在 此 ， 
我 们 讨论 了 3 种 情况 : trp 基因 的 衰减 作用 以 及 、\ RE Ν 蛋白 和 Q 蛋白 的 抗 终 止 作 
Fl. trp 基因 编码 合成 色 氮 酸 所 需 的 酶 。 这 些 基 因 只 在 缺少 色 氮 酸 时 才 被 转录 。 一 种 氨 
基 酸 控制 这 些 基因 表达 的 方式 是 衰减 作用 。 转 录 在 trp 启动 子 起 始 ， 如 果 细 胞 中 存在 色 
AR (LA Trp tRNA 的 形式 )， 并 在 结构 基因 之 前 终止 ， 那 么 ERIKA N BAA QE 
Fl ee aK ΕΝΑ 聚合 酶 上 在 喉 菌 体 基 因 组 某 启 动 子 起 始 转 录 。RNA 聚合 酶 以 这 种 方 
式 被 修饰 之 后 就 可 以 通过 某 些 转录 终止 位 点 。 和 否则 这 些 转录 终止 位 点 会 阻止 对 其 下 游 基 
因 的 表达 。 除 了 转录 之 外 ， 我 们 还 看 到 了 一 例 基因 调控 是 怎样 作用 于 mRNA 翻译 水 平 
的 〈 我 们 讨论 的 实例 是 核糖 体 蛋 白 基 因 ) 。 

在 本 草 的 结论 部 分 我 们 详细 讨论 了 鸣 菌 体 入 是 如 何在 两 种 选择 性 的 繁殖 方式 之 间 进 
行 选择 的 。 在 这 一 系统 中 遇 到 的 基因 调控 的 方式 也 在 其 他 系统 中 作用 ， 包 括 如 我 们 将 在 
以 下 章节 中 看 到 的 。 例 如 ， 动 物 发 育 控制 中 ， 协 同 结合 就 被 用 于 严格 控制 开关 效应 ， 以 
及 建立 和 维持 基因 表达 的 不 同 途径 。 


(REE R WA 刘斌 1) 
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本 章 概要 

从 酵母 到 哺乳 动物 转录 调控 的 
保守 机 制 

通过 真 核 生物 活化 子 募集 结合 基因 的 
3Η ΔΕ 
言 号 整合 与 组 合 控制 

转录 抑制 子 

言 号 转 导 与 转录 调控 子 的 控制 

ARRAS DNA 修饰 导致 的 
基因 “沉默 ” 


基因 的 表 观 遗传 调控 


具 核 生物 的 基因 调控 


我 们 讲述 过 的 在 细菌 中 基因 表达 调节 
的 方式 在 真 核 细 胞 中 都 能 见 到 ， 此 外 真 核 
细胞 还 具有 一 些 细菌 中 所 不 具备 的 基因 表 
AWD ATK. TES, BEM Ny 
NIJ 〈splicing)。 如 我 们 在 第 13 章 所 
和 刀 ， 很 多 情况 中 一 个 特定 的 转录 本 可 以 通 
过 不 同 的 剪接 方式 产生 多 种 前 接 产物 ， 而 
且 这 也 是 可 调控 的 。 

癌 细 戎 一样， 调控 步骤 最 常见 于 转录 
起 始 阶段 。 涉 及 生物 体内 被 调控 的 转录 过 
程 中 的 许多 原理 确实 同样 适用 于 真 核 生 物 
的 轩 录 调控 。 这 些 原 理 在 原核 生物 基因 调 
Ἢ--ΒΕ (第 16 章 ) 的 开始 部 分 已 有 叙述 ， 
并 且 在 该 章 的 末尾 已 经 总 结 。 我 们 热切 地 
布 户 那些 先前 (或 最 近 ) 没有 阅读 过 这 些 
内 容 的 读者 ， 在 继续 本 章 学 习 之 前 能 够 先 
阅读 这 些 章节 。 

我 们 也 已 注意 到 ， 真 核 生 物 比 细菌 拥 
有 更 加 精细 的 转录 系统 GE 12 章 ) 。 这 在 
RNA REMI RA (用 于 转录 蛋白 编码 
基因 ) 中 尤为 如 此 。 尽 管 复杂 度 增加 ， 转 


采 还 受 活 化 子 (activator) 和 抑制 子 (repressor) 的 调节 (它们 是 一 类 DNA 结合 蛋白 ， 
能 够 在 特定 基因 上 对 适当 信号 做 出 反应 ， 来 促进 或 阻止 转录 的 起 始 )。 然 而 ， 真 核 细胞 
和 基因 的 额外 特征 使 得 这 些 调控 蛋白 的 作用 变 得 复杂 。 我 们 将 通过 总 结 这 些 额 外 特征 中 


最 重要 的 两 个 特征 来 开始 本 章 的 学 习 。 


核 小 体 及 其 修饰 物 : 正如 我 们 在 第 7 章 所 提 到 的 ， 真 核 生物 的 基因 组 包 庄 在 组 蛋白 
由， 形成 核 小 体 。 因 此 ， 转 录 调 控 是 在 一 种 反应 底 物 部 分 被 包 庄 的 情况 下 进行 的 。 这 __- 
依 形 使 得 在 没有 转录 调控 蛋白 存在 的 情况 下 ， 许 多 基因 的 表达 量 减少 。 真 核 细 胞 也 包含 
了 许多 能 对 组 蛋白 进行 重 排 或 化 学 修饰 的 酶 ， 这 种 修饰 改变 核 小 体 ， 使 转录 机 器 及 
DNA 生 合 蛋白 易于 结合 底 物 并 进行 转录 。 因 此 ， 核 小 体 引 出 了 一 个 在 细菌 中 没有 遇 到 
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的 问题 ， 但 对 核 小 体 的 修饰 也 为 调控 提供 了 新 的 机 会 。 

更 多 的 调控 子 和 更 密集 的 调控 序列 : 真 核 细胞 与 原核 细胞 间 更 进一步 的 区 别 是 控制 
特定 基因 的 调控 蛋白 数目 上 的 差异 ， 这 一 点 从 基因 调控 蛋白 结合 位 点 的 数目 和 排列 上 可 
以 看 出 。 在 细菌 中 ， 单 个 调控 蛋白 与 小 段 序 列 结合 ， 而 在 真 核 细胞 中 ， 与 细菌 相 比 ， 这 
种 结合 位 点 数目 更 为 庞大 ， 位 置 更 加 远离 转录 起 始点 。 我 们 把 基因 上 转录 系统 结合 的 区 
域 称 作 局 动 子 (promoter), 单一 结合 区 域 称 作 调控 蛋白 结合 位 点 (regulator binding 
site)， 一 个 基因 上 包含 所 有 调控 蛋白 结合 位 点 的 DNA 片段 称 作 调控 序列 (regulatory 
sequence) , 

调控 序 列 的 扩展 ， 即 一 个 基因 调控 蛋白 结合 位 点 数目 的 增加 ， 在 果 蝇 、 哺 乳 动物 等 
多 细胞 生物 中 尤其 显著 。 这 反映 了 在 这 些 生物 中 更 加 广泛 的 信号 整合 ， 即 在 合适 时 空 条 
件 下 基因 开关 时 要 求 更 多 信号 的 趋势 。 我 们 在 细菌 中 见 过 信号 整合 的 例子 (第 16 Ξε), 
但 这 些 例子 仅 是 典型 的 两 个 不 同 的 调节 蛋白 通过 整合 两 个 信号 来 控制 一 个 基因 (如 葡萄 
糖 和 乳糖 对 /ac 基因 的 调节 )。 酵 母 的 信号 整合 比 多 细胞 生物 少 (在 这 方面 它们 与 细菌 
其 实 没有 多 大 的 差别 )， 而 且 ， 它 们 基因 上 的 调控 序列 也 比 多 细胞 的 真 核 生 物 要 少 (图 
17-1). 


局 动 子 


图 17-1 细菌 、 酵 母 和 人 类 基因 组 的 调控 元 件 。 图 例 说 明了 调控 序列 复杂 性 的 增加 。 
丛 受 单个 抑制 子 调控 的 简单 细菌 基因 ， 到 受 多 个 活化 子 和 抑制 子 调控 的 人 类 基因 。 
每 个 例子 都 标 出 了 启动 子 ， 这 是 转录 起 始 的 位 点 。 它 在 细菌 中 位 置 确定 ， 而 在 真 核 
细胞 中 ， 转 录 起 始 位 点 位 于 转录 复合 物 结 合 位 点 的 下 游 (第 12 章 )。 在 人 类 的 调控 
序列 中 存在 一 类 调控 结合 位 点 被 称 为 增强 子 ， 如 图 所 示 。 


在 多 细胞 生物 中 ， 调 控 序 列 可 以 延伸 至 距 启动 子 数 千 个 核 苷 酸 处 (上游 或 下 游 均 
可 )， 并 可 由 数 十 个 调控 蛋白 结合 位 点 组 成 。 通 常 这 样 一 组 结合 位 点 被 称 作 增 强 子 (en- 
hancer)， 一 个 增强 子 结合 的 调控 蛋白 将 负责 在 一 个 合适 时 空 状态 激活 基因 表达 。 不 同 
的 增强 子 与 不 同 组 的 调控 蛋白 结合 ， 控 制 同 一 基因 在 不 同时 空 的 表达 ， 以 应 答 不 同 的 
信号 。 

拥有 更 广泛 的 调控 序列 意味 着 某 些 调控 蛋白 结合 位 点 将 远离 它们 所 控制 的 基因 ， 有 
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时 能 达到 50kb 或 更 远 。 在 这 么 远 的 距离 上 ， 调 控 蛋 白 是 如 何 作用 的 呢 ? 在 细菌 中 我 们 
看 到 距离 几 个 kb 的 DNA 结合 蛋白 能 进行 通信 : 如 入 叭 菌 体 中 ，Ov 位 点 和 O@ 位 点 上 
的 抑制 子 能 相互 作用 ; 又 如 NtrC 能 从 1kb 或 更 远 处 激活 glnA 基因 。 在 这 些 “ 远 距 作 
用 ”的 例子 中 ， 居 中 的 DNA 回路 为 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 提供 了 方便 。 即 使 在 某 些 情 
多 下 和 借 日 质 作用 的 距离 很 远 并 且 形 成 回路 的 原因 尚 不 清楚 ， 但 同样 的 机 制 也 可 以 解释 丰 
核 细 胞 中 存在 的 许多 远 距 离 调控 的 情况 ， 虽 然 不 能 针对 所 有 可 能 的 情况 。 

远 距 的 激活 产生 了 男 外 一 个 问题 。 当 结合 于 一 增强 子 时 ， 也 许 有 几 个 基因 都 在 此 活 
化 于 的 作用 范围 之 内 ， 但 一 个 特定 的 增强 子 通常 只 调节 一 个 基因 。 已 在 增强 子 和 启动 子 
之 间 找 到 了 其 他 的 调控 序列 ， 称 为 绝缘 子 (insulator) 或 边界 元 件 (boundary ele- 
ment) 。 绝 绿 子 阻止 结合 于 增强 子 的 活化 子 对 启动 子 的 激活 。 尽 管 目前 对 这 些 元 件 的 了 
解 尚 不 深入 ,但 它们 确保 了 活化 子 的 工作 不 会 产生 混乱 。 
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本 草 我 们 将 考虑 从 单 细胞 的 酵母 到 哺乳 动物 的 基因 调控 。 所 有 这 些 生物 都 具有 真 核 
生物 两 个 典型 的 特征 ， 即 精细 的 转录 调控 系统 和 核 小 体 及 其 修饰 物 。 因 此 ， 在 所 有 的 真 
核 生 物 中 很 多 基因 调控 的 基本 属性 是 一 致 的 就 不 足 为 奇 了 。 酵 母 是 最 适 于 同时 进行 遗传 
学 和 生物 化 学 研究 的 生物 ， 大 量 的 有 关 活 化 子 或 抑制 子 的 信息 正 是 来 自 于 该 生物 。 另 
外 ， 对 于 将 其 结论 普 适 化 最 为 关键 的 是 ， 当 典型 的 酵母 活化 子 在 哺乳 动物 细胞 内 表达 时 
能 够 激活 转录 。 这 是 通过 报道 基因 (reporter gene) 来 检测 的 。 报 道 基因 含有 酵母 活化 
于 绽 合 位 点 ， 它 插入 到 某 一 基因 启动 子 的 上 游 ， 同 时 此 基因 的 表达 水 平易 于 检测 (后面 
还 将 讨论 )。 

我 们 将 看 到 典型 的 真 核 细胞 活化 子 的 工作 方式 与 最 简单 的 细菌 非常 相似 ，DNA 结 
合 区 域 和 激活 区 域 分 开 ， 并 通过 募集 蛋白 复合 物 到 特定 的 基因 上 来 激活 转录 过 程 。 相 
反 ， 其 核 细 胞 中 的 抑制 子 能 以 多 种 方式 工作 ， 这 与 我 们 在 细菌 中 所 见 有 所 不 同 。 这 些 方 
式 包括 基因 沉默 (gene silencing)， 即 募集 核 小 体 及 DNA 修饰 物 到 基因 组 的 区 域 来 保 
持 基因 甚至 大 片段 DNA 的 封闭 。 

信 管 有 许多 共同 的 特征 ， 但 并 不 是 在 所 有 真 核 生物 中 基因 调控 的 所 有 细节 都 是 一 致 
的 。 更 重要 的 是 ， 我 们 曾 提 到 过 ， 与 多 细胞 生物 相 比 ， 一 个 典型 酵母 基因 的 调控 序列 要 
每 一 些 。 所 以 我 们 必须 研究 更 高 级 的 生物 ， 来 了 解 基 因 调 节 的 基本 机 制 是 如 何 扩 展 以 笑 
应 更 为 复杂 的 信号 整合 和 组 合式 控制 的 。 本 章 将 把 讨论 局 限于 蛋白 质 (及 其 修饰 ) 7.5 
的 转录 调控 ， 下 一 章 将 讨论 RNA 分 子 介 导 的 基因 表达 调控 。 


fe FY DNA 结合 与 激活 功能 的 分 离 


在 细菌 中 考察 一 个 典型 的 活化 子 ， 如 CAP， 我 们 发 现 它 的 DNA 结合 与 激活 功能 是 
分 离 的 。 我 们 这 样 描述 这 个 遗传 示例 ， 阳 性 控制 (pc) 的 突变 能 正常 地 与 DNA 结合 ， 
但 不 能 激活 基因 。 真 核 细胞 活化 子 的 DNA 结合 区 域 与 激活 区 域 也 是 分 离 的 。 事实 上 ， 
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本 例 中 ， 和 蛋白 质 的 两 个 表面 通常 位 于 分 离 的 两 个 功能 域 。 

我 们 以 最 稼 研究 的 真 核 活 化 子 Gal 4 为 例 (图 17-2)。 该 蛋白 质 能 激活 酿酒 酵母 
(Saccharomyces cerevisiae) 半 乳 糖 基因 的 转录 。 与 细菌 中 的 半 乳 糖 基因 类 似 ， 这 些 基 
因 编 码 半 乳 糖 代谢 所 必需 的 酶 。 其 中 一 个 基因 名 为 GALI 。Gal4 能 与 GALI 上 游 
275bp 处 的 4 个 位 点 结合 〈 图 17-3) 。 结 合 后 ， 如 果 存 在 半 乳 糖 ，Gal4 将 激活 GALI 的 
特 录 ， 使 转录 效率 提高 1000 4%. 


图 17-2 Gal4 与 DNA 上 位 点 的 结合 。 酵 母 活化 子 Gal4 以 二 聚 体 的 
形式 与 DNA 上 一 段 17bp 的 位 点 结合 。 该 蛋白 质 的 DNA 结合 区 域 
与 激活 区 域 (激活 域 ) 是 分 离 的 。 


275 bp 


图 17-3 酵母 GALI 基因 的 调控 序列 。GAL 的 上 游 激 活 序列 (UASc) 包括 
4 个 位 点 ， 如 图 17-2 所 示 ， 每 一 位 点 与 一 个 Gal4 二 聚 体 结合 。 尽 管 没有 显 
7X» Œ UAS: 和 CALI 基因 之 间 还 存在 着 另 一 位 点 Migl， 该 位 点 能 与 抑制 
子 结合 ， 我 们 将 在 本 章 后 部 分 进一步 提 到 它 。( 图 17-21) 


两 个 补充 实验 揭示 了 Gal4 的 DNA 结合 域 与 激活 域 的 分 离 。 在 其 中 一 个 实验 中 ， 
表达 GALA 基因 的 片段 (编码 这 个 活化 子 N 端的 1/3) ， 得 到 的 产物 能 与 DNA 正常 结 
合 ， 但 是 不 能 激活 转录 过 程 。 这 样 的 蛋白 质 包 含 DNA 结合 域 ， 但 是 缺乏 激活 域 ， 因 此 
形式 上 相当 于 细菌 活化 子 的 pc 突变 (图 17-4a) 。 

万 一 个 实验 构建 了 一 个 杂 合 的 基因 ， 该 基因 将 编码 Gal4 蛋白 C 端 3/4 的 序列 ， 同 
细 梢 抑制 子 LexA 的 DNA 结合 域 融 合 。 产 生 的 蛋白 质 在 酵母 中 同一 个 报道 质粒 一 起 表 
达 ， 该 质粒 GALI 启动 子 的 上 游 具 有 LexA 结合 位 点 。 融 合 蛋 白 能 激活 该 报道 质粒 的 转 
κ (Η 17-4b)。 实 验 表 明 ， 激 活 不 单单 是 通过 与 DNA 结合 来 介 导 的 ， 如 同 我 们 在 细菌 
中 直到 的 机 制 一 样 ， 即 通过 MerR 的 激活 发 挥 作用 (图 16-16)。 相 反 ，DNA 结合 域 的 
作用 仅仅 是 将 激活 域 与 启动 子 联系 在 一 起 ， 就 如 同 我 们 在 细菌 中 遇 到 的 最 常见 的 机 
制 一 样 。 
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17-4 RS. a 没有 激活 域 ，Gal4 的 DNA 结合 域 仍 能 
结合 DNA， 但 不 能 进行 转录 激活 。 另 一 实验 中 〈 没 有 显示 ) 没有 
DNA 结合 域 ， 激 活 域 也 不 能 进行 转录 激活 。b. 将 细菌 蛋白 LexA 
的 DNA 结合 域 与 Gal4 的 激活 域 黏合 ， 创 造 一 个 杂 合 蛋白 ， 能 在 
酵母 中 激活 基因 的 转录 ， 只 要 该 基因 带 有 LexA 蛋白 的 结合 位 点 。 
基因 的 表达 通过 报道 质粒 检测 ， 这 种 质粒 中 ，GALI 启动 子 同 大 肠 
FFA lacZ 基因 融合 ， 其 产物 (B- 半 乳糖 ) 在 醇 母 中 能 够 很 容易 地 
WW. GALI 启动 子 响应 各 种 活化 子 结构 导致 的 基因 表达 水 平 因 
而 能 够 容易 地 被 检测 。 本 章 中 ， 许 多 实验 使 用 相似 的 报道 质粒 。 


很 多 其 他 真 核 细 胞 活化 子 也 以 相似 的 实验 进行 检测 ， 不 论 材 料 是 来 自 酵母 、 果 晶 ， 
还 是 哺乳 动物 ， 都 得 到 了 同样 的 事实 : DNA 结合 域 与 激活 域 是 分 开 的 。 在 某 些 例子 中 ， 
它们 甚至 位 于 不 同 的 多 肽 片段 ， 一 条 多 肽 具有 DNA 结合 域 ， 另 一 条 多 肽 则 具有 激活 
域 ， 两 条 多 肽 在 DNA 上 形成 复合 物 。 一 个 例子 是 疱疹 病毒 的 活化 子 VP16， 在 感染 该 
病毒 的 细胞 中 发 现 该 蛋白 质 能 与 DNA 结合 蛋白 Oct] 相互 作用 。 另 一 个 例子 是 果 晶 的 
WEF Notch， 我 们 将 在 第 19 章 中 对 此 做 介绍 。 真 核 细 胞 活化 子 的 DNA 结合 域 与 激活 
域 分 离 的 特点 是 一 个 检测 蛋白 质 间 相互 作用 的 实验 能 够 广泛 运用 的 基础 ( 框 17-1， 双 
杂交 实验 ) 。 
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框 17-1 双 杂 交 实 验 ,. 


ARM TRE ΕΚ Ο ΜΜ, REIT 图 1 的 示例 中 ， 激 洁 报 道 基因 的 
前 提 是 蛋白 A 同 蛋白 也 发 生 作用 《即使 这 些 蛋白 质 本 身 不 在 转录 激活 中 起 作用 )。 如 正 
文中 讨论 的 一 一 样 ， 本 实验 的 发 现 表 1, DNA 结合 域 与 激活 域 可 位 于 不 同 的 蛋白 质 上 ， 
只 要 这 些 蛋 -白质 之 间 相互 作用 ， 使 激活 域 与 DNA 相 联系 ， KEN 附近 的 基因 。 实际 上 ， 
本 实验 通过 以 下 步 台 来 进行 编码 自白 人 的 基因 同 编码 Gald 的 DNA ΑΦ ΛΑ ΜΟΝ 
会 ， 吨 一 蛋白 也 的 编码 基因 同 编码 激活 域 的 片段 融合 ο 当 在 酵母 中 单独 表达 ， 任 何 一 
种 融合 惨白 都 不 能 AG ὉΣ 数 活 具 有 Gal4 结合 位 点 的 报道 基 B (如 图 1 κα 最 开始 两 行 显示 )。 当 两 
种 融合 蛋白 在 酵母 中 同时 表达 ， 蛋白 A 和 eo (ομέρψώ 整 的 活化 子 ， 使 报道 
ua Ae ee AT BR), Ὦἃ 这 个 简单 的 实验 被 广 运用 于 从 库 "να 
的 9 起 始 蛋白 相互 作用 的 蛋白 质 。 EYES AT 
μ”, ‘Ba | BCR AD") he SIRER — ( 见 第 2 ᾽ 章 关 于 库 构 建 的 描述 
酵母 细胞 转 染 了 了 两 种 质粒 ， 一 个 编码 结构 蛋白 A 融合 了 DNA neu ᾱ-! Ἀπ. 
码 众 多 未 知 的 蛋白 质 融 合 了 激活 域 。 被 转 染 的 酝 母 细胞 如 果 其 A 和 BB 蛋白 和 Eg 相互 作用 
将 激活 报道 基因 。 这 样 的 一 -种 细胞 形成 一 个 克隆 ， 这 个 克隆 能 , 够 通过 ἀπ Τη δε 指示 齐 


的 培养 RARER. J — 典型 的 报道 基因 办 κ. lacZ, fa 性 克 隆 (表达 报道 基因 的 4 细胞 群 ) 将 


τ 


壬 当 指示 剂 的 培 ο. 监 


νο ον τς ος "DNA 8 aA ΓΗ 全 位 J 


rm a 


ο. ει. 双人 杂交 技术 工作 原理 。 本 技术 中 使 用 的 报道 基因 奥 型 的 是 . 
a tr ta, ο... 
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真 核 细胞 调控 蛋白 使 用 一 系列 DNA 结合 域 ， 但 DNA 识别 的 原理 与 细菌 
的 相同 


上 述 实 验 表明 ， 以 细菌 的 DNA 结合 域 代替 真 核 生 物 活 化 子 的 DNA 结合 域 ， 同 样 
能 够 行使 功能 。 提 示 DNA 结合 蛋白 识别 它们 的 结合 位 点 的 途径 在 不 同 的 生物 体内 没有 
本 质 上 的 差异 。 

从 前 面 的 章节 中 我 们 知道 大 多 数 细菌 的 调控 蛋白 是 以 二 聚 体 的 形式 与 双 螺旋 对 称 
的 DNA 目标 序列 结合 ， 每 个 单 体 将 一 段 a HERA DNA 大 沟 中 ， 覆 盖 该 位 点 一 半 
以 上 的 区 域 ， 紧 徘 着 碱 基 对 的 边缘 部 分 。 结 合 过 程 通 常 不 需要 和 蛋白质 和 DNA 结构 变 
化 。 大 多 数 细菌 调控 蛋白 采用 螺旋 -转折 -螺旋 域 。 如 我 们 所 见 ， 这 种 域 由 两 个 被 一 段 
ALA FHT BT AY a 螺旋 组 成 。 一 个 螺旋 (识别 螺旋 ) 同 DNA 大 沟 相 契合 ， 并 识别 特 
殊 的 碱 基 对 。 男 一 个 螺旋 同 DNA 骨干 相 联 系 ， 为 识别 螺旋 正确 定位 ， 并 增强 结合 力 
(图 5-20) 。 

和 尽 党 有 细节 上 的 差异 ， 但 大 多 数 真 核 细 胞 采用 同样 的 DNA 识别 原理 ， 即 蛋白 质 经 
i ARAB DNA 结合 ， 并 以 a 螺旋 嵌入 大 沟 来 识别 特定 的 DNA 序列 。 典 型 的 
真 核 调 节 和 日 的 识别 螺旋 非常 类 似 于 螺旋 -转折 -螺旋 域 ; 其 他 真 核 调节 蛋白 识别 螺旋 的 
域 结 构 相 当 不 同 。 我 们 在 原核 细胞 中 没有 见 到 过 的 变化 有 ， 几 个 在 真 核 细 胞 中 见 到 的 调 
Pete AUS (heterodimer) 的 形式 与 DNA 结合 ， 在 某 些 例子 中 ， 甚 至 是 以 单 体 
的 形式 与 DNA 结合 (尽管 经 常 要 在 其 他 和 蛋白 的 协同 下 起 作用 )。 异 二 聚 体 增加 了 可 使 
用 的 DNA 结合 特异 性 的 范围 ， 每 个 单 体 有 不 同 的 DNA 结合 特异 性 ， 异 二 聚 体 识别 的 
位 点 不 同 于 同型 二 聚 体 。 下 面 是 对 真 核 生物 中 几 种 DNA 结合 域 的 简单 总 结 。 

同型 结构 域 蛋白 质 。 同 型 结构 域 是 一 种 典型 的 螺旋 -转折 -螺旋 DNA 结合 域 ， 其 识 
别 DNA 的 途径 与 细菌 蛋白 基本 上 是 一 致 的 (图 17-5) ,不 同 蛋 白质 中 同型 结构 域 的 结构 
非常 相似 ， 不 仅 识 别 螺旋 相似 ， 周 边 的 把 螺旋 呈 递 给 DNA 的 蛋白 质 结 构 也 相似 。 相 
反 ， 在 前 面 的 草 节 中 可 以 看 出 ， 螺 旋 - 转 折 - 螺 旋 域 的 细节 结构 在 很 大 范围 内 变化 。 在 所 
有 真 核 细胞 中 都 发 现 了 同型 结构 域 蛋 白质 。 如 同 在 其 他 更 高 级 的 真 核 细胞 中 一 样 ， 果 蝇 
中 发 现 的 这 类 和 蛋 日 质 控 制 了 许多 基本 的 发 育 程序 ， 我 们 将 在 第 19 章 来 讨论 它们 的 功能 。 
在 酵母 中 也 发 现 了 同型 结构 域 蛋白 质 ， 我 们 下 面 讨 论 的 交配 型 控制 基因 就 编码 同型 结构 
REHM. Al 17-5 显示 了 一 种 同型 结构 域 蛋白 质 的 结构 。 很 多 同型 结构 域 蛋 白质 是 以 
FREWER DNA 结合 的 。 

ΑΦ DNA 结合 域 。 各 种 不 同 的 形式 的 DNA 结合 域 包含 锌 原子 。 这 包括 典型 的 锌 
faa (zinc finger protein) (如 与 核糖 体 RNA 基因 表达 相关 的 通用 转录 因子 ΤΕΠΙΑ. 
第 12 章 ) 和 在 酵母 活化 子 Gal4 PRELIM 3: Π ΒΡΕ (zinc cluster) 域 。 在 这 些 例子 
中 ， 鲜 原子 同 半 胱 氨 酸 残 基 和 组 氮 酸 残 基 相 互 作 用 ， 起 到 保持 DNA 结合 域 结构 完整 的 
作用 (图 17-6) 。DNA [Π|ΡΕΈΚΗΧ ΑΚΤΗ PY a 螺旋 所 识别 。 有 些 蛋 白质 拥有 两 个 或 多 个 
末 靖 相连 的 匀 指 结构 域 。 每 个 域 都 以 a 螺旋 内 和 人 大 沟 中 ， 每 增加 一 个 锌 指 就 延伸 识别 
DNA 序列 的 长 度 ， 以 增强 结合 的 亲和力 。 
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图 17-5 同型 结构 域 识 别 DNA。 同 型 结构 域 由 3 图 1756 锌 指 结构 域 。 结 构 左 边 a 螺旋 为 识别 螺 
Br a 螺旋 组 成 ， 其 中 的 两 段 〈 图 中 为 螺旋 2 和 螺旋 旋 ， 通 过 右边 的 B 折 竺 伸 向 DNA。 如 图 所 示 ， 锐 


9) 螺旋 形成 类 似 螺 旋 -转折 -螺旋 的 模式 (例如 ， 
将 此 图 同 图 16-2 相 比 较 )。 如 此 ， 螺 旋 3 为 识别 螺 原 于 同 a 螺旋 中 两 个 组 氨 酸 残 基 以 及 B 折 春 中 两 


he, FER PERA DNA 大 沟 。 沿 着 该 螺旋 外 边缘 个 半 胱 氮 酸 残 基 协 同 作 用 。 这 种 排列 有 利于 结构 
的 氨基 酸 残 基 同 碱 基 对 之 间 一 一 对 应 。 在 图 中 所 示 的 稳定 ， 是 DNA 结合 所 必需 的 。 (来 源 ，Adap- 
κεν ee naa N ted from Lee M. S. et al. 1989. Science 254. 635- 
with permission from Wolberger Ο, et al. 1991. 637. ) 
Cell 67; 517-528. © Elsevier) 


还 有 为 一 类 使 用 锌 的 DNA 结合 域 。 在 这 些 例 子 中 ， 锌 原子 同 4 个 半 胱 氨 酸 残 基 协 
同 作用 ， 稳 定 地 形成 一 个 类 似 于 螺旋 -转折 -螺旋 的 DNA 识别 域 。 一 个 例子 是 在 哺乳 动 
物 调 节 和 蛋白 葡萄 糖 肾上腺 皮质 类 脂 醇 受 体 中 发 现 的 ， 该 蛋白 质 的 作用 是 对 某 种 激素 信号 
做 出 反应 ， 调 节 基 因 表 达 。 

充气 酸 拉 链 结构 域 。 该 结构 域 是 在 单一 的 结构 单元 内 同时 包含 二 聚 结构 和 与 DNA 
结合 的 表面 。 如 图 17-7 所 示 ， 两 个 长 的 a 螺旋 形成 一 个 钳 形 结构 ， 将 DNA 夹 于 其 中 ， 
每 个 a 螺旋 租 入 大 沟 的 一 半 转 折 部 分 。 二 聚 化 是 由 同样 两 个 α 螺旋 内 男 一 个 区 域 介 导 
的 ， 在 这 个 区 域内 ， 它 们 形成 一 个 短 的 盘 绕 状 结构 ， 在 这 个 结构 中 两 条 a 螺旋 通过 适当 
间隔 的 亮 氮 酸 残 基 (或 其 他 朴 水 性 氨基 酸 残 基 ) 之 间 的 朴 水 相互 作用 结合 到 一 起 . 我 们 
已 在 第 5 章 中 讨论 过 这 种 蛋白 质 间 相 互 作用 的 细节 (图 5-15). A Se AVR Τι BE GE 14 AY ΒΒ 
日 质 经 常 形成 异 二 聚 体 ， 也 形成 同型 二 聚 体 。 最 后 要 提 到 的 一 类 ， 即 螺旋 - 环 -螺旋 蛋白 
(HLH ÆA) 也 一 样 。 

洗 旋 - 环 -螺旋 蛋白 。 如 同 在 亮 氨 酸 拉链 结构 的 例子 中 提 到 的 一 样 ， 每 个 单 体 中 延伸 
的 a 螺旋 区 域 徐 入 DNA 的 大 沟 中 。 如 图 17-8 所 示 ， 二 聚 体 的 表面 由 两 个 螺旋 区 域 构 
成 ， 第 一 个 是 参与 DNA 识别 的 那个 螺旋 的 一 部 分 ， 另 一 个 是 一 个 较 短 的 a 螺旋， 这 两 
个 螺旋 被 一 个 非 刚性 的 环 分 离 〈 因 而 得 名 ) ， 这 个 环 容许 两 段 螺旋 靠近 ， 由 于 与 DNA 


从 酵母 到 哺乳 动物 转录 调控 的 保守 机 制 。593 。 


结合 的 a 螺旋 区 域内 包含 碱 性 氨基 酸 残 基 ， 
re MHL HE Al HLH 蛋白 经 常 被 称 作 碱 性 
拉链 (basic zipper) 和 碱 性 HLH EH 
(basic HLH protein), 


激活 域 结 构 不 确定 性 


同 DNA 结合 域 相反 ， 激 活 域 一 直 没 
有 一 个 明确 的 结构 。 在 转录 机 器 中 ， 当 与 
披 体 之 间 相 互 作用 时 ， 它 们 呈 螺 旋 结构 ， 
但 可 确信 的 是 ， 这 种 结构 是 受 DNA 结合 
诱导 的 。 我 们 将 看 到 ， 缺 乏 明确 的 结构 同 
激活 域 具 有 黏 性 表面 ， 能 同 几 种 蛋白 质 的 
表面 相互 作用 这 个 概念 是 相 一 致 的 。 

不 同 于 以 结构 来 作为 描述 特征 ， 激 活 
域 是 按 基本 的 氨基 酸 成 分 来 归 类 的 。 例 如 ， 
该 区 域 酸性 氨基 酸 占 优势 。 突 变 实 验 凸 现 RHEA DNA 结合 域 因此 ， 如 图 所 示 ， 两 个 间 
咀 了 活化 子 的 效力 : 这 样 的 突变 总 是 增加 DNA, 并 在 DNA 螺旋 相对 的 位 置 柑 人 大 沟 。 另 
激活 域 还 同样 包含 重要 的 朴 水 残 基 。 很 多 化 子 GCN4 中 发 现 的 (图 5-15)。 (来 源 . Adapted 
Ἐν ih Femiion frm -- 
域 ， 尽 管 在 序列 上 看 不 到 相似 性 ， 但 是 它 
ABER PA SO BPE AS PIE BES ABE TK PRE 

可 以 确信 的 是 ， 激 活 域 由 许多 重复 的 具有 弱 的 活化 能 力 的 小 单元 组 成 ， 每 个 单元 都 

YY 是 一 段 短 的 氨基 酸 序列 。 这 样 的 小 单元 越 多 ， 

A 每 个 单元 的 酸性 越 强 ， 激 活 域 的 活化 能 力也 就 
越 吕 。 这 同 激活 域 缺 乏 一 个 整体 上 的 结构 ， 只 
是 简单 地 作为 一 种 无 差别 的 黏 性 表面 在 起 作用 
这 个 概念 是 一 致 的 。( 为 了 理解 这 个 推断 ， 请 想 
像 用 一 个 精确 的 、 稳 定 的 三 维 结构 来 代替 折 笃 
的 激活 域 ， 类 似 于 DNA 结合 域 。 在 这 样 的 环 
境 下 ， 不 能 指望 DNA 结合 域 的 片段 保留 整个 
图 17-8 螺旋 - 环 -螺旋 模 体 。 在 这 个 例子 中 ， 里 的 部 分 结合 DNA 的 活性 ， 完 整 的 域 结构 是 
我 们 再 次 看 见 一 个 长 的 a 螺旋 ， 参 与 DNA if 任何 重要 活性 所 必需 的 。 但 是 ， 如 果 每 个 激活 
OLB, μμ μα 域 都 是 简单 的 通用 黏 性 表面 ， 很 容易 想像 它 是 
P. C. et al 1994. Cell 77; 451, Fig 24.5 由 小 的 弱 的 单元 组 成 .) 
ee 还 有 一 些 其 他 类 型 的 激活 域 ， 包 括 谷 氨 酰 胺 
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丰 晤 的 激活 域 ， 如 在 哺乳 动物 活化 子 SP1 中 发 现 的 ;， 且 氨 酸 丰 富 的 激活 域 ， 曾 在 哺乳 动物 
活化 于 CTF1 中 发 现 。 这 些 功 能 域 同样 缺乏 明确 的 结构 。 普 遍 来 说 ， 酸 性 激活 域 是 常见 
的 ， 并 在 所 有 检测 过 的 真 核 生物 中 起 作用 ， 其 他 的 激活 域 则 很 弱 ， 也 不 是 很 常见 。 


通过 真 核 生 物 活 化 子 募 集结 合 基因 的 蛋白 复合 物 


活化 子 莫 集 转录 机 器 到 基因 上 


我 们 发 现在 细菌 中 通常 是 活化 子 的 一 个 表面 与 DNA 结合 ， 另 一 个 表面 与 RNA 聚合 
酶 相互 作用 ， 将 酶 募集 至 基因 ， 从 而 激活 基因 的 转录 (第 16 章 ， 图 16-1)。 真 核 生物 的 活 
化 子 也 以 这 种 方式 来 工作 的 ， 但 是 很 少 有 活化 子 与 RNA 聚合 酶 之 间 直 接 相互 作用 的 。 相 
反 ， 活化 子 或 间接 筋 集聚 合 酶 或 在 聚合 酶 结合 后 募集 其 他 因子 。 活 化 子 与 转录 机 器 上 聚合 
酶 以 外 的 其 他 部 分 相互 作用 ， 通 过 募集 这 些 部 分 也 就 募集 了 聚合 酶 ; 另外， 活化 子 能 募集 
核 小 体 修饰 成 分 来 改变 基因 附近 染色 质 的 性 质 ， 帮 助 起 始 转录 。 最 后 ， 活 化 子 可 以 募集 聚 
合 酶 进行 转录 起 始 或 延伸 所 需要 的 因子 。 所 有 这 些 功能 中 ， 活 化 子 只 是 将 蛋白 质 募 集 到 启 
动 子 上 。 在 细菌 中 ，RNA 聚合 酶 是 唯一 需要 被 募集 的 蛋白 质 ， 而 在 真 核 中 则 不 同 。 在 真 
核 中 ， 一 个 活化 子 能 以 3 种 方式 起 作用 ， 我 们 首先 来 考虑 转录 机 器 的 募集 。 

如 第 12 章 所 提 到 的 ， 除 了 RNA 聚合 酶 ， 真 核 转录 机 器 还 包括 很 多 其 他 蛋白 质 。 
这 些 入 日 质 中 的 许多 都 形成 复合 体 ， 如 中 介 和 蛋白 (mediator) 和 TFID BAW (TFI 
D complex) (第 12 章 的 表 12-2 和 图 12-16)。 活 化 子 与 一 个 或 多 个 复合 体 相互 作用 ,将 
它们 英 集 到 基因 上 (图 17-9)。 其 他 没有 被 活化 子 直 接 募集 的 成 分 ， 则 同 那些 已 被 募集 
的 成 分 结合 ， 协 同 作用 。 
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图 17-9 在 真 核 细胞 中 通过 募集 转录 机 器 来 激活 转录 起 始 。 图 中 ， 一 个 单一 活化 子 募集 两 个 
可 能 的 目标 复合 物 : 中 介 和 蛋白 (通过 其 募集 到 了 RNA RABI) 和 通用 转录 因子 TFID。 其 
他 通用 转录 因子 作为 中 介 和 蛋白 ，RNA RAMI, 或 IFID 复 合 物 的 一 个 部 分 被 募集 ， 或 单独 
锌 活化 子 直 接 募集 ， 或 在 被 募集 的 组 分 存在 时 与 之 随机 结合 ， 这 些 在 图 中 没有 显示 出 来 。 事 
实 上 ， 筋 集 通 常 被 多 个 结合 在 基因 上 游 的 活化 子 所 介 导 。 


通过 真 核 生物 活化 子 幕 集结 合 基 因 的 蛋白 复合 物 « 505 。 


标 录 机 顺 中 的 许多 蛋白 能 在 体外 同 激 活 域 
结合 。 例 如 ， 一 个 典型 的 酸性 激活 域 能 够 与 中 
TEAREN TF ID 的 亚 基 相互 作用 。 

蔓 集 可 以 通过 染色 质 免疫 沉淀 反应 〈chro- 
matin immunoprecipitation, ChIP) 这 种 技术 
来 观察 (ΕΠ, 21 章 的 描述 )。 该 技术 能 揭示 细 
胞 内 特定 蛋白 与 DNA 确定 区 域 结合 的 时 间 ， 
大 多 数 基 因 的 转录 机 器 只 在 基因 激活 时 才 出 现 
在 局 动 子 上 ， 即 转录 机 器 不 是 预先 装配 好 的 ， 
证 实 了 活化 子 的 作用 是 募集 它 。 

er ωῤ ee 图 17-10 通过 中 介 蛋 白 与 DNA 的 直接 联系 来 
m κο MRN ΤΜΗΜΑ ΑΦ 
RM CHE 16-1)。 在 这 样 一 个 实验 中 ， 当 。 化 子 旁 路 实验 的 例子 。 在 缺乏 通用 活化 于 Gal4 
RNA 聚合 酶 不 经 正常 的 活化 子 -聚合 酶 相互 作 WAF, GALI 基因 被 一 个 融合 蛋白 所 激活 ， 
用 而 芬 集 至 启动 子 时 ， 也 能 观察 到 活化 现象 。 该 蛋白 由 LexA 的 DNA 结合 域 与 中 介 和 蛋白 复合 物 
在 酵母 中 也 有 相似 的 实验 ， 即 GAL4 基因 GE 的 一 个 组 分 融合 而 成 《Galll/Medl5， 图 12-19), 
es e 2 活化 依靠 LexA 的 DNA ΑΔΕΙΑ SE AYE 
rien '' ΠΜ ΠΝΟΗ 游 。 其 他 转录 起 始 所 必需 的 组 分 (TFIID 等 ) 候 
TERPS MT» RE A eS ET LexA 的 pn sees RNA MAINTE 45. 

DNA 4eRKSAPEARBAWI—-+AAAH 
接 融 合 而 成 〈 图 17-10) 。 

值得 注意 的 是 ， 这 些 实验 没有 排除 这 样 一 种 可 能 性 ， 即 至 少 某 些 活 化 子 不 仅 幕 集 转 
采 机 策 的 部 分 组 分 ， 也 诱导 它们 的 变 构 ， 这 样 的 改变 也 许 能 提高 转录 起 始 的 效率 .不 
过 ， 将 转录 机 器 募集 至 基因 是 特异 性 的 基础 ， 即 哪个 基因 被 激活 取决 于 哪个 募集 到 转录 
机 符 。 态 外 ， 活 化 子 旁 路 实验 的 成 功 暗示 在 起 始 过 程 中 变 构 事件 的 发 生 并 不 需要 活化 子 
做 任何 除了 将 蛋白 质 募 集 到 基因 上 之 外 的 事 。 


活化 子 也 幕 集 核 小 体 修饰 物 来 帮助 转录 机 器 结合 到 启动 子 上 


除了 和 直接 募集 转录 机 器 ， 募 集 核 小 体 修饰 物 也 有 助 于 激活 染色 质 (chromatin) 内 
那些 难以 接触 到 的 基因 。 如 同 第 7 章 讨论 的 ， 核 小 体 修饰 物 有 两 种 形式 ， 一 种 是 增加 组 
重 日 末尾 的 化 学 基 团 ， 如 增加 乙酰 基 团 的 组 蛋白 乙酰 转移 酶 〈histone acetyl transfer- 
ase, HAT); )---ΤΙΝ/ RK, iiki ΑΤΡ 活性 的 SWI/SNF. 这 些 修饰 物 是 如 
何 帮助 基因 活化 的 呢 ? 有 两 个 基本 的 模型 解释 了 核 小 体 的 改变 如 何 帮助 转录 机 器 与 启动 
子 结合 (图 17-11). 

首先 ， 重 塑 模型 和 某 些 修饰 能 够 暴露 DNA 核 小 体内 部 的 那些 无 法 接近 的 结合 位 点 。 
例如 ， 通 过 增加 核 小 体重 塑 因子 的 灵活 性 ， 提 高 了 调控 蛋白 和 转录 机 器 的 结合 位 点 。 相 亿 
地 ， 组 焦 日 末端 乙酰 基 团 的 增加 ， 改 变 了 组 蛋白 末端 与 邻近 核 小 体 的 相互 作用 . 这 种 改变 
第 锌 说 成 松 好 了 染色 质 的 结构 ， 将 这 些 位 点 释放 〈 更 完整 描述 参见 第 ΤΕΕ}, 
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图 17-11 通过 活化 子 直接 改变 染色 质 局 部 结构 。 在 启动 子 上 游 边缘 处 所 示 的 核 小 体内 部 的 DNA 上 具有 结合 位 
点 ， 由 于 不 能 接近 染色 质 内 部 ， 活 化 子 无 法 与 这 些 位 点 结合 。 右 图 中 ， 活 化 子 募集 某 种 核 小 体重 塑 分 子 来 改变 
启动 子 附 近 的 核 小 体 结构 ， 使 之 变 得 可 接近 并 且 能 同 转录 机 器 相 结合 。 左 图 中 ， 活 化 子 在 募集 组 氨 酸 乙酰 转移 
酶 ， 该 酶 通过 在 组 氨 酸 末端 〈 如 图 中 蓝 色 小 旗 所 示 ) 残 基 上 添加 乙酰 基 团 来 轻微 改变 核 小 体 紧凑 的 结构 ， 并 为 扒 
带 合适 识别 域 的 蛋白 质 创 造 结合 位 点 ( 同 源 调节 域 ， 图 7-40 和 图 7-41)。 所 有 这 些 都 介 导 了 转录 机 器 与 启动 子 
结合 


ΓΙ] ο 


但 是 增加 乙酰 基 团 也 以 另 一 种 方式 协助 转录 机 器 (或 其 他 蛋白 ) 的 结合 : 在 核 小 体 
上 为 具有 所 谓 同 源 调节 域 (bromodomain) 的 蛋白 质 提供 特殊 的 结合 位 点 (图 7-40). 
TF I D 复合 物 的 一 个 组 分 就 具有 同 源 调 节 域 ， 与 没有 乙酰 化 的 核 小 体 相 比 ， 更 易于 与 
乙酰 化 的 核 小 体 结 合 。 因 此 ， 若 某 个 基因 的 启动 子 具 有 乙酰 化 的 核 小 体 ， 与 那些 没有 乙 
酰 化 核 小 体 的 基因 相 比 ， 将 可 能 具有 对 转录 机 器 更 高 的 亲和力 。 

特 录 机 和 副 的 哪 一 部 分 、 哪 种 核 小 体 修 饰物 是 某 个 特定 基因 转录 所 必需 的 呢 ?” 哪 个 组 
分 是 被 特定 基因 上 特定 活化 子 所 直接 募集 的 呢 ? 在 大 多 数 情 况 中 ， 这 些 问题 的 答案 是 未 
芭 的 ， 但 是 转录 机 咽 的 某 些 组 分 是 某 些 基因 更 严格 需求 的 ， 而 其 他 基因 就 没 那 么 严格 ， 
这 同样 适合 于 核 小 体 修饰 物 。 在 许多 事例 中 ， 这 些 差异 并 不 是 绝对 的 。 因 而 ， 所 有 基因 
都 绝对 地 需要 RNA 聚合 酶 ， 但 是 一 个 特定 的 基因 也 许 依赖 于 转录 机 器 另 一 个 特别 的 组 
分 ， 或 者 是 某 个 核 小 体 修 饰物 ， 或 者 什么 都 不 需要 。 在 某 些 例子 中 ， 也 许 只 部 分 需要 转 
采 机 谷 的 一 个 组 分 〈 即 缺少 这 个 组 分 ， 活 化 效果 会 降低 ， 但 不 会 消除 )。 另 外 ， 一 个 特 
定 基因 激活 的 所 需 将 随 环境 条 件 〈 如 细胞 周期 的 阶段 ) 而 变化 ， 例 如 ， 在 组 蛋白 乙酰 基 
枝 移 酶 不 存在 时 ，Gal4 通常 有 效 地 激活 GALI 基因 。 但 是 ， 有 丝 分 裂 时 ， 当 染色 质 更 
KA (ΒΤ 章 )， 活 化 效果 将 降低 ， 除 非 基因 募集 了 乙酰 基 转 移 酶 。 

在 酵母 中 ， 最 近 的 实验 提供 了 在 特异 基因 上 特定 的 活化 子 与 其 目标 之 间 相 互 作用 的 
民 好 证 据 。 看 来 ，Gal4 与 3 个 组 分 接触 : ΠΥ ΒΗ. ΤΕΤΡ. ΛΙ SAGA (Spt-Ada- 
Gcn5- 乙 酰基 转移 酶 ) 。 其 中 最 后 一 个 组 分 含有 乙酰 化 活性 〈 表 7. 8) ， 似 乎 也 能 与 转录 
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机 谷 作 用 。 事 实 上 ,与 TFID 类 似 ，SAGA 含有 TAFs (TBF 结合 因子 ) (第 12 章 )， 
在 某 些 启动 子 中 用 以 取代 ΤΕΤΡ. 48 Gal4 这 样 的 酸性 活化 子 作 用 于 有 着 不 同 需 求 的 基 
H (如 ， 有 些 需 要 TFID 和 中 介 蛋 白 ， 又 有 些 需要 SAGA 和 中 介 和 蛋白 ) 的 能 力 可 以 用 
其 可 与 多 个 靶 标 相互 作用 的 能 力 来 解释 。 

我 们 注意 到 ， 一 个 DNA 结合 域 与 中 介 和 蛋白 的 一 个 亚 基 的 融合 蛋白 足以 激活 转录 
(图 17-10)。 尽 管 在 这 样 的 活化 子 旁 路 实验 中 激活 达到 了 正常 的 水 平 ,但 是 它 缓慢 ; B 
需要 伦 更 长 的 时 间 使 表达 达到 Gald 很 快 就 能 达到 的 水 平 。 在 活化 子 旁 路 实验 中 比较 组 
慢 地 达到 激活 的 水 平 可 能 是 因为 在 这 种 情况 中 需要 转录 机 器 的 其 他 组 分 独立 地 抵达 。 


在 茶 些 局 动 子 上 活化 子 募集 另 一 个 因子 来 进行 有 效 的 起 始 和 延伸 


中核 细胞 中 精细 的 转录 机 表 含 有 很 多 用 于 起 始 的 蛋白 。 它 也 含有 一 些 帮 助 延 伸 的 蛋 
日 (第 12 章 )。 在 某 些 基 因 中 ， 启 动 子 下 游 的 序列 导致 聚合 酶 在 起 始 后 不 久 暂 停 或 停 
彤 。 这 些 基因 中 ， 某 些 延伸 因子 的 存在 与 否 极 大 地 影响 了 基因 表达 的 水 平 。 

一 个 例子 就 是 果 蝇 的 互 SP70 基因 。 这 个 基因 由 热 激 激活 ， 是 由 两 个 活化 子 共 同 作 
用 来 控制 的 。GAGA 结合 因子 被 认为 将 足够 的 转录 机 器 募集 到 基因 来 进行 转录 起 始 。 
但 是 ， 如 果 缺 乏 第 二 个 活化 子 HSF， 起 始 的 聚合 酶 在 启动 子 下 游 约 25bp 处 停滞 。 应 答 
PUN, HSF 结合 到 局 动 子 的 特异 位 点 ， 募 集 一 个 激酶 PTEF (positive transcription 
elongation factor， 正 转录 延伸 因子 ) 到 停滞 的 起 始 机 器 上 。 该 激酶 磷酸 化 RNA 聚合 酶 
大 亚 基 的 羧基 末端 域 (CTD 尾 )， 释 放 停滞 的 聚合 酶 ， 使 转录 继续 进行 。 κ 

我 们 在 第 12 章 看 到 ， 在 所 有 基因 转录 的 早期 ，CTD 尾 的 磷酸 化 是 一 个 重要 的 步 
Pe, Dome IF TH 可 以 进行 这 个 磷酸 化 。 是 否 大 多 数 基 因 中 都 需要 P-TEF 还 不 清楚 。 像 
Gal4 这 样 的 强酸 性 活化 子 能 够 募集 PTEF 以 及 转录 机 器 的 其 他 部 分 。 可 能 只 有 在 特定 
的 一 些 基因 中 ， 不 同 的 调控 子 在 机 器 的 募集 中 是 像 互 SP70 基因 中 看 到 的 那样 分 开 的 ， 
这 使 得 基因 转录 增加 了 一 次 额外 的 控制 。 

FA AIDS 的 人 类 免疫 缺陷 型 病毒 (HIV) 从 由 P-TEF 控制 的 启动 子 转 录 其 基因 ， 
可 以 再 次 看 到 ， 聚 合 酶 在 活化 子 SP1 控制 下 从 那个 启动 子 起 始 转录 ， 但 不 久 后 就 停滞 
了 了。 在 这 个 例子 中 ，P-TEF 被 一 个 RNA 结合 蛋白 而 非 DNA 结合 蛋白 带 到 了 停滞 的 聚 
合 酶 。 那 个 蛋白 叫 TAT。TAT 识 别 HIV RNA 起 始 附近 的 一 段 特 异 的 序列 ， 该 序列 位 
于 由 停 沛 的 聚合 酶 已 经 转录 出 来 的 部 分 。TAT 的 另 一 个 结构 域 与 PTEF 相互 作用 ， 并 
KERRAT dais FE . 


远 距 作用 : 环 与 绝缘 子 


很 多 真 核 细胞 活化 子 是 远 距 作用 的 ， 尤 其 在 高 等 的 真 核 生 物 中 。 因 此 ， 在 一 个 哺乳 
动物 的 细胞 内 ， 增 强 子 也 许 能 在 它们 所 控制 基因 的 上 游 (或 下 游 ) 数 十 个 甚至 上 百 个 
kb 的 地 方 找 到 。 我 们 发 现在 细菌 中 ， 结 合 在 分 离 位 点 上 的 蛋白 质 仍 然 能 通过 DNA 环 
的 调 广 而 相互 作用 。 但 是 在 这 些 例子 中 ， 我们 只 考虑 相距 数 百 碱 基 对 的 蛋白 质 结合 位 
Mo EXERT. HAE DNA 上 的 蛋白 质 相互 之 间 充 分 靠近 ， 它 们 之 间 在 DNA 
上 相互 作用 的 机 会 比 那些 分 离 的 蛋白 质 要 高 得 多 。 一 旦 它们 的 结合 位 点 之 间 的 分 离 距 离 
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超过 几 个 kb 时 ， 这 种 优势 将 不 复 存在 。 

生物 体 存 在 着 帮助 远 距 离 结合 的 蛋白 质 之 间 交 流 的 机 制 。 在 细菌 中 ， 有 一 种 途径 可 
以 做 到 这 点 , “建筑 ”蛋白 IHF (integration host factor) 5 DNA 上 的 位 点 结合 ， 并 使 
之 至 曲 。 在 某 些 受 NtrC 控制 的 基因 中 ， 能 在 活化 子 结合 位 点 和 启动 子 之 间 发 现 IHF 位 
ki. iat th DNA, THF 帮助 与 DNA 结合 的 活化 子 到 达 启 动 子 上 的 RNA 聚合 酶 (图 
16-4) 。 

多 种 模式 被 提出 ， 以 解释 为 什么 在 高 等 真 核 生物 细胞 中 ， 结 合 在 增强 子 和 启动 子 之 
间 的 蛋白 质 能 有 助 于 活化 作用 。 在 果 蝇 中 ，cut 基因 被 100kb 以 外 的 一 个 增强 子 所 激 
活 。 一 种 名 为 Chip 的 蛋白 质 ( 与 同名 的 技术 没有 关系 ) 有 助 于 增强 子 和 基因 之 间 的 交 
流 。 因 此 ，Chip 和 蛋白 的 编码 基因 突变 ， 影响 活 化 的 效力 。Chip 蛋白 是 如 何 工作 的 ， 目 . 
击 还 是 未 知 的 ， 其 中 一 个 模型 是 该 蛋白 质 同 增强 子 和 启动 子 间 DNA 上 多 个 位 点 结合 ， 
通过 多 个 Chip 蛋白 之 间 的 相互 作用 ， 在 中 间 的 DNA 上 形成 多 个 小 环 ， 这 样 的 累积 效 
来 将 使 启动 子 和 增强 子 接近 。 

在 具 核 生物 中 还 有 其 他 几 类 模型 ， 如 我 们 所 见 ，DNA 包 在 核 小 体 中 ， 受 各 种 名 样 
修饰 的 影响 ， 这 些 核 小 体 结构 的 部 署 、 紧 密 程度 和 届 曲 性 发 生 改 变 。 因 此 ， 被 多 个 碱 其 
对 分 开 的 位 点 也 许 在 细胞 中 实际 分 开 的 距离 并 没有 想像 中 那么 远 。 而 且 在 染色 质 某 些 位 
由 也 形成 特殊 结构 ， 使 增强 子 和 启动 子 靠 近 。 下 一 节 ， 我 们 将 描述 几 例 远 距 离 调控 序列 
及 其 工作 机 制 。 但 首先 ， 我 们 来 考虑 远 距 离 激 活 的 另 一 个 问题 ， 

如 采 一 个 增强 子 能 激活 50kb 外 的 特定 基因 ， 那 么 ， 是 什么 阻止 它 激活 那些 启动 子 
在 这 个 距离 内 的 其 他 基因 呢 ? 一 种 名 为 绝缘 子 (insulator) 的 特殊 元 件 控 制 了 活化 子 的 
行动 。 当 和 置 于 增强 子 和 启动 子 之 间 时 ， 绝缘子 将 抑制 增强 子 对 基因 的 激活 作用 。 如 图 
17-12 所 示 ， 绝 缘 子 并 不 抑制 位 于 启动 子 下 游 的 另 一 个 增强 子 对 同一 基因 的 激活 作用 ， 
同样 它 也 不 抑制 最 初 的 活化 子 对 另 一 个 基因 的 作用 。 因 而 ， 与 绝缘 子 结合 的 蛋白 质 既 不 积 
航 地 抑制 启动 子 的 活性 ， 也 不 抑制 活化 子 的 激活 作用 ， 它 们 只 是 阻碍 着 两 者 之 间 的 联系 。 

在 妨 一 个 实验 中 观察 到 绝缘 子 能 抑制 染色 质 修饰 的 展开 。 如 我 们 所 知 ， 局 部 染色 质 
的 修饰 状态 能 影响 基因 是 否 表达 。 如 下 所 示 ， 染 色 质 上 组 蛋白 修饰 抑制 的 传播 ， 是 转录 
沉默 (silencing) 现象 的 核心 。 沉 默 是 一 种 特殊 的 抑制 形式 ， 能 沿 着 染色 质 展开 ， 关闭 
多 个 基因 的 表达 无 需 特殊 的 抑制 子 与 基因 结合 。 绝 缘 子 元 件 能 够 阻 断 沉默 的 展开 ， 所 以 
绝 绿 子 能 使 基因 免 于 不 加 选择 的 活化 作用 和 抑制 作用 。 

这 种 情形 对 某 些 实验 操作 可 以 产生 一 些 后 果 。 由 于 与 一 种 密度 特别 高 的 染色 质 (τ 
染色 质 ) 结合 ， 随 机 插入 哺乳 动物 基因 组 的 基因 经 常 处 于 沉默 状态 ,但 是 若 在 该 基因 的 
上 下 族 放 上 绝缘 子 ， 该 基因 将 不 呈现 沉默 状态 。 


条 些 基 因 群 的 正确 调控 需要 位 点 控制 区 域 


人 类 珠 和 蛋 日 基因 在 成 人 体内 红细胞 中 和 发 育 阶 段 那 些 形成 红细胞 的 各 种 细胞 中 表 
达 。 人 类 有 5 种 不 同 的 珠 蛋 白 基 因 (图 17-13a)。 尽 管 这 些 基因 聚集 在 一 起 ， 但 它们 并 
不 全 同时 表达 。 相 反 ， 不 同 的 基因 在 不 同 的 发 育 阶 段 表 达 ， 首 先 表 达 的 是 ε 基因 ， 接着 
征 Y 基 因 ， 再 后 面 则 是 8》 基因 和 8B 基 因 。 它 们 的 表达 是 如 何 调节 的 呢 ? 
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17-12 绝缘 子 阻止 增强 子 的 活性 。a 与 增强 子 结合 的 活化 子 对 启动 子 的 激活 作用 。b 一 个 
绝 绿 子 置 于 增强 子 和 启动 子 之 间 。 当 适当 的 蛋白 质 与 绝缘 子 结合 后 ， 尽 管 活化 子 与 增强 子 结 
合 ， 增 强 子 对 启动 子 的 活化 作用 仍 将 被 阻 断 。c 和 d 无 论 是 在 增强 子 上 的 活化 子 ， 还 是 启动 
子 ， 都 不 会 因为 绝缘 子 的 活动 而 失去 活性 。 在 中， 活化 子 能 够 激活 附近 的 另 一 个 启动 子 ， 
在 d 中 ， 起 始 的 启动 子 能 被 下 游 的 男 一 个 增强 子 所 激活 。 
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17-13 LCR 的 调节 。a. 人 类 珠 蛋 白 基因 及 LCR， 后 者 确保 了 这 些 基因 的 有 序 表 达 。w kE 
日 基因 没有 在 图 中 显示 ， 该 基因 的 表达 贯穿 发 育 的 始终 ， 在 不 同 的 发 育 阶段 ， 该 基因 的 产物 依 
次 与 图 中 所 示 的 珠 和 蛋白 基因 产物 结合 ， 形 成 不 同形 式 血 红 蛋 白 。b. 小 鼠 的 珠 蛋 白 基 因 ， 同 样 
受 LCR 的 调节 。c. 小 鼠 的 HozD 基因 簇 ， 受 一 种 名 为 GCR 的 元 件 的 调节 ， 该 元 件 类 似 于 
LCR， 有 强化 基因 簇 有 序 表达 的 功能 。 
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每 个 基因 都 有 自己 的 一 套 调 节 位 点 ， 这 些 位 点 对 于 基因 在 发 育 阶段 的 特定 时 间 和 特 
定 组 织 中 的 表达 是 必需 的 。 这 样 ，8 珠 蛋 白 基 因 (在 成 年 骨髓 中 表达 ) 有 两 个 增强 子 ， 
尼 动 子 的 上 下 游 各 有 一 个 。 只 有 在 成 年 人 的 骨髓 中 ， 正 确 的 调控 蛋白 才 会 全 部 起 作用 ， 
并 达到 合适 的 浓度 ， 与 这 些 增强 子 结合 。 但 是 以 正确 的 次 序 打开 这 些 基因 ， 还 需要 更 多 
的 东西 。 

TERE A EA GR EMF 30 一 50kb 处 发 现存 在 一 组 名 为 位 点 控制 区 域 (LCR) (locus 
control reglon) 的 调控 元 件 。 类 似 的 情况 也 见于 小 鼠 的 五 ozD 基因 群 。 这 些 基 因 参 与 
四 肥 的 发 育 和 斑纹 化 ， 在 胚胎 中 以 精确 的 方式 表达 (第 19%), HorD 基因 受 一 个 类 似 
于 LCR 的 称 为 GCR (global control region) 的 元 件 控制 ， 工 作 机 制 类 似 于 LCR. 

LCR 由 多 个 序列 元 件 组 成 。 其 中 某 些 具 有 增强 子 的 特征 ， 即 在 实验 中 将 这 些 序列 
盖 于 一 个 报道 基因 的 上 游 ， 它 们 可 以 激活 那个 基因 。LCR 其 他 部 分 的 行为 更 像 绝 缘 子 
元 件 ， 还 有 一 些 部 分 看 上 去 则 具有 启动 子 的 特征 。 元 件 多 样 性 导致 多 个 LCR 作用 机 制 
模型 的 产生 。 一 个 模型 提议 整个 转录 机 器 被 募集 到 LCR， 从 那里 转录 整个 位 点 ， 随 着 
机 千 的 前 行 打开 染色 质 ， 释 放 每 个 基因 前 面 的 局 部 控制 元 件 。 这 些 单个 的 启动 子 随后 将 
产生 每 个 基因 所 需求 的 高 水 平 表 达 。 

最 近 的 实验 使 用 新 的 技术 ， 可 以 使 活化 过 程 中 LCR 和 启动 子 在 细胞 中 的 定位 可 视 。 
已 经 对 许多 受 LCR 或 类 似 LCR 元 件 控制 的 基因 进行 了 该 项 实验 。 所 有 的 结果 都 显示 ， 
当 一 个 局 动 子 被 激活 时 ， 结 合 于 上 游 调控 序列 的 调控 蛋白 被 发 现 位 于 该 启动 子 的 附近 ， 
这 个 结 末 与 如 下 想法 一 致 ， 即 结合 在 LCR 的 蛋白 质 与 结合 在 启动 子 上 的 其 他 蛋白 质 相 
互 作用 ， 居 间 的 DNA 形成 环 状 突起 以 使 这 种 相互 作用 得 以 进行 。 关 于 远 距 离 机 制 如 何 
工作 的 更 详细 内 容 ， 参 见 框 17-2. 

LCR 的 激活 与 丰富 的 核 小 体 修 饰 相关 联 。 它 是 如 何 与 激活 挂 起 钩 来 的 还 不 清楚 .。 
它 可 能 帮助 打开 LCR 周围 或 启动 子 周围 的 染色 质 。 它 也 可 能 以 帮助 环形 成 的 方式 来 改 
变 两 者 之 间 的 染色 质 。 
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活化 子 联合 作用 促进 信号 整合 


我 们 在 细菌 中 看 到 过 基因 调控 中 信号 整合 的 例子 。 例 如 ， 只 有 在 乳糖 存在 并 且 葡 区 
糖 缺 乏 的 情况 下 ， 大 上 肠 杆菌 的 lac 基因 才能 有 效 地 表达 。 这 两 个 信号 是 通过 不 同 的 调控 
蛋白 传 给 基因 的 ， 一 个 是 活化 子 ， 另 一 个 是 抑制 子 。 在 多 细胞 生物 中 ， 信 和 号 整合 应 用 得 
更 加 广泛 。 在 某 些 例子 中 ， 需 要 多 个 信号 来 打开 基因 。 但 如 同 在 细菌 中 一 样 ， 每 个 信号 
是 通过 独立 的 调控 重 日 传达 给 基因 的 。 因 此 ， 在 很 多 基因 中 ， 多 个 活化 子 必须 联合 作用 
来 打开 基因 。 

当 多 个 活化 子 联合 作用 时 ， 它 们 是 协同 (synergistically) 作用 ， 即 两 个 活化 子 联 
合作 用 的 效果 要 好 于 (通常 是 非常 明显 的 ) 每 个 活化 子 单独 作用 的 效果 之 和 。 协 同 有 3 
个 来 源 : 多 个 活化 子 各 募集 转录 机 器 的 同一 组 分 ;多 个 活化 子 各 募集 转录 机 器 的 不 同 组 
分 ; 多 个 活化 子 相 互 之 间 帮 助 与 所 调控 基因 上 游 的 位 点 相 结合 。 在 给 出 具体 的 事例 之 
前 ， 我 们 简 述 这 3 种 策略 如 下 。 更 多 的 转录 协同 例子 见 框 19-5。 

通过 与 不 同 的 部 位 接触 ， 两 个 活化 子 能 募集 同一 复合 体 ， 如 中 介 蛋 白 。 组 合 的 结合 
能 对 筋 集 有 指数 效果 GR 3-1) 。 在 那些 活化 子 募集 不 同 复合 物 (车 没有 帮助 ， 两 者 都 
不 能 有 效 地 与 DNA 结合 ) 的 例子 中 ， 协 同 效应 更 易于 被 描述 。 

当 一 个 活化 子 与 DNA 的 结合 依赖 于 另 一 个 活化 子 与 DNA 的 结合 时 ， 活 化 子 能 
相互 帮助 与 DNA 结合 ， 协 同 同样 也 来 自 于 此 。 协 作 (cooperativity) 可 以 是 我 们 在 细 
菌 中 过 到 的 那 种 ， 即 当 与 DNA 位 点 结合 后 ， 两 个 活化 子 由 此 相互 接触 (如 图 16-25 
所 示 的 入 抑制 子 的 情形 )。 但 是 这 也 能 以 其 他 方式 起 作用 : 一 个 活化 子 募集 某 些 物质 
来 促进 第 二 个 活化 子 与 DNA 结合 。 图 17-14 阐明 了 活化 子 之 间 通 过 相互 帮助 与 DNA 
结合 的 各 种 方式 。 这 包括 “经 典 的 ”协作 结合 ， 一 个 活化 子 募集 修饰 物 来 帮助 另 一 
个 活化 子 结合 DNA， 一 个 活化 子 与 核 小 体 DNA 结合 使 男 一 个 活化 子 的 结合 位 点 暴露 
出 来 。 

协同 对 于 活化 子 的 信号 整合 至 关 重 要 。 有 一 个 基因 它 的 产物 只 有 当 两 个 信号 都 接收 
到 时 才 需 要。 每 个 信号 是 通过 单独 的 活化 子 传达 给 基因 ， 只 有 当 两 个 活化 子 都 存在 时 ， 
基因 才能 有 效 地 表达 ， 而 任何 一 个 活化 子 的 单独 作用 将 不 能 影响 基因 的 表达 。 


信 瑟 整合 与 组 合 控 制 。 603 。 


17-14 活化 子 协同 与 DNA 结合 。 图 中 展示 了 4 种 蛋白 质 与 DNA 位 点 的 
结合 促进 男 一 蛋白 质 与 邻近 位 点 的 结合 的 方式 。a. 两 个 蛋白 质 通 过 直接 的 
相互 作用 来 协作 与 DNA 结合 。 我 们 在 第 16 章 的 、 抑制 子 中 能 看 到 这 种 方 
式 ， 在 很 多 真 核 细胞 调控 蛋白 中 也 有 这 种 方式 。b. 两 个 蛋白 质 同 共有 的 第 
三 个 重 白 质 作用 来 实现 类 似 的 作用 。c、d 蛋白 质 与 核 小 体内 DNA 位 点 的 
结合 促进 男 一 和 蛋白质 结合 的 间接 方式 。c. 第 一 个 蛋白 质 募集 核 小 体重 塑 分 
子 来 使 第 二 个 和 蛋白质 的 结合 位 点 暴露 。d. 第 一 个 蛋白 质 与 它 的 位 点 结合 ， 
这 个 DNA 位 点 恰巧 在 核 小 体外 。 结 合 后 稍微 展开 了 的 核 小 体 DNA， 暴 露 
第 二 个 和 蛋白质 的 结合 位 点 。 所 有 这 些 机 制 都 能 解释 为 什么 一 个 调控 蛋白 能 
促进 其 他 调控 蛋白 的 结合 ， 或 者 更 进一步 一 个 活化 子 如 何 促进 转录 机 器 与 
启动 子 结合 。 
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fe TES: HO 基因 受 两 个 调控 子 的 控制 ， 一 个 募集 核 小 体 修 饰物 ， 另 一 
个 募集 中 介 有 蛋白 


不 同 于 通过 分 裂 产生 两 个 同样 的 子 代 细胞 ， 酿 酒 酵 母 的 分 裂 方式 为 出 芽 分 裂 ， 即 所 
请 的 母 细胞 通过 出 芽 产 生 一 个 子 代 细胞 。 在 此 我 们 将 集中 讨论 HO 基因 的 表达 。 (我 们 
不 需要 关注 这 个 基因 的 功能 ， 这 已 在 第 11 章 中 阐述 。) ΗΟ 基因 仅 在 母 细胞 内 表达 ， 并 
且 只 出 现在 细胞 周期 特定 点 〈 见 演示 17-1 和 第 19 章 ) 。 这 两 个 条 件 是 通过 两 个 活化 子 
(SWIS 和 SBF) 传达 给 基因 的 。SWI5 在 远离 基因 处 有 多 个 结合 位 点 ， 最 近 的 一 个 离 启 
动 子 也 有 lkb 以 上 (图 17-15) 。SBF 也 有 多 个 结合 位 点 ， 但 它们 都 离 启 动 子 很 近 。 为 什 
么 基因 的 表达 要 依赖 于 这 两 个 活化 子 呢 ? 


ο. πο 
组 蛋白 乙酰 化 酶 


S 17-15 对 HO 基因 的 控制 。 在 染色 质 中 ，SWI5 能 独立 地 与 它 的 位 点 结合 ， 而 SBF 
不 能 。SWI5 募集 重 塑 分 子 和 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 改变 核 小 体 ， 暴 露 SBF 的 位 点 ， 使 得 
SBF 在 局 动 子 附近 结合 ， 从 而 激活 基因 。 在 本 图 中 ， 为 了 简便 起 见 ， 没 有 画 出 核 小 体 。 
(来 源 : Adapted from Ptashne M. and Gann A. 2002. Genes & Signals, p. 95, Fig. 2- 
18. © Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 


SBF〈 仅 在 细胞 周期 适当 阶段 具有 活性 ) 在 染色 质 中 的 排列 使 之 不 能 独立 地 与 位 点 
Zit» SWS 〈 仅 在 母 细胞 内 有 活性 ) 能 独立 地 与 位 点 结合 ， 但 是 在 那样 一 个 距离 上 
(大 于 1kb) 不 能 激活 HO 基因 ( 记 住 在 酵母 中 ， 活 化 子 不 能 远 距 离 起 作用 )。 然 而 ， 
SWIS 能 够 筋 集 核 小 体 修饰 物 〈 一 种 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 后 面 跟 着 重 塑 酶 SWI/SNF) 
其 在 核 小 体 上 的 作用 将 暴露 SBF 位 点 。 这 样 ， 若 两 个 活化 子 都 存在 ， 并 且 都 具有 活性 ， 
SWIS 的 行为 使 SBF 能 与 位 点 结合 。 接 着 ， 通 过 直接 与 中 介 和 蛋白 结合 ，SBF 能 募集 转录 
机 谷 并 激活 基因 的 表达 。 


信号 整合 ， 活 化 子 协同 作用 ， 共 同 与 人 类 B 干 扰 素 基因 结合 


病毒 感染 能 够 激活 细胞 内 人 类 8 干扰 素 基 因 。 感 染 触 发 了 3 个 活化 因子 : 
NFkB, IRF 和 Jun/ATF。 在 人 类 8 干扰 素 基 因 启 动 子 上 游 约 1kb 处 有 一 个 增强 子 ， 


信 与 整合 与 组 合 控制 » 605 。 


3 个 活化 子 将 协同 地 一 个 挨 着 一 个 与 该 增强 子 结合 。 这 些 活化 子 以 协同 作用 结合 在 
增强 子 上 形成 的 结构 被 称 作 增强 体 Cenhanceosome) (图 17-16). 活化 子 随后 募集 
一 个 所 谓 的 共 活 化 子 ， 一 修 称 为 CBP ( CREB-binding protein ) HY E Η ak A 3Ε 
p300。 这 个 和 量 日 具有 组 氨 酸 修饰 活性 ， 能 够 募集 核 小 体重 塑 活性 〈 如 SWI/SNF) 


及 转录 机 器 本 身 。 


INF-B 基 因 


ΝΕκ-Β | IRF 


17-16 人 类 PB 干扰 素 增强 体 。3 个 活化 子 的 协同 结合 ， 与 结构 蛋 
H ΗΜΟΑΙ 一 起 激活 8 干扰 素 基 因 . 


除了 上 述 的 活化 子 ， 另 一 个 蛋白 ΗΜΟΑΙ 结合 增强 子 。 这 个 蛋白 结合 在 DNA 反面 


的 小 沟 里 ， 并 帮助 增强 体 的 组 装 ， 尽 管 它 可 能 不 是 最 终结 构 的 一 部 分 。 事 实 上 ， 一 旦 所 
有 的 活化 子 都 结合 上 去 ， 它 看 上 去 无 法 保留 在 上 面 ; 很 简单 ，DNA 上 太 拥 挤 了 。 
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图 17-16 显示 人 们 认为 的 增强 体 组 装 方式 ， 图 17-17a 显示 结合 在 增强 子 DNA 上 的 
所 有 活化 子 的 DNA 结合 域 的 晶体 结构 。 如 图 17-16 所 示 ， 增 强 子 DNA 是 弯曲 的 ， 但 
一 旦 活化 子 结合 了 ， 它 就 变 直 了 ; HMGAI1 撑 直 了 DNA， 因 而 帮助 最 终结 构 的 形成 。 


a ~ 


b ATF Jun IRF IRF IRF IRF NF-KB 


Human 1: AAATGTAAATGA 
Mouse l 


Horse 


1 亿 年 


17-17 增强 体 结构 及 序列 。a.， 增强 体 的 晶体 结构 ， 揭 示 结 合 在 增强 子 DNA 上 
的 活化 子 的 DNA 结合 域 。b， 分 离 了 1 亿 年 的 物种 间 β 干扰 素 增 强 子 DNA 序列 的 
保守 性 。 还 显示 了 增强 子 中 每 个 活化 子 识别 的 序列 。 (来 源 : a, Panne D. etal. 
2007. Cell 129. 1111. PDB Codes; 2061, 206G.) 图 像 是 多 结构 的 合并 ， 由 Leemor 
Joshua-Tor HRR., KRH MolScript，Bobscript 和 Raster 3D 制作 。 


这 个 结构 的 一 个 显著 特征 是 ， 增 强 子 上 几乎 每 一 个 DNA 碱 基 对 都 参与 活化 子 的 结 
合 ， 这 就 是 为 什么 认为 在 最 终结 构 里 没有 ΗΜΟΑΙ 的 空间 。 这 种 对 增强 子 中 序列 信息 
的 彻底 使 用 也 可 能 解释 了 为 什么 这 个 增强 子 在 跨越 像 人 、 小 鼠 、 马 这 样 不 同 的 物种 中 如 
此 高 度 地 保守 ;事实 上 ， 它 甚至 比 基 因 的 编码 序列 要 保守 得 多 (图 17-17b)， 

如 我 们 已 经 注意 到 的 ， 活 化 子 结合 〈 及 增强 体形 成 ) 以 一 种 高 度 协同 的 方式 进行 ， 
确保 所 有 3 个 活化 子 都 必须 在 场 。 下 面 是 调控 子 可 能 协同 结合 的 3 种 方法 : (1) 它们 之 
间 的 蛋 日 -蛋白 相互 作用 ; (2) 一 个 蛋白 结合 引发 的 DNA 改变 帮助 另 一 个 蛋白 的 结合 ; 
(3) 所 有 的 活化 子 同 时 与 共 活 化 子 CBP 相互 作用 。 所 有 3 种 方法 可 能 在 这 个 例子 中 都 
使 用 到 ， 尽 管 要 知道 活化 子 之 间 的 蛋白 -蛋白 相互 作用 的 程度 是 非常 困难 的 。 在 这 个 结 
构 中 看 不 出 多 少 直 接 相 互 作 用 的 证 据 ， 不 过 ， 多 数 情况 下 在 结构 中 只 显示 活化 子 的 
DNA 结合 域 。 
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组 合 控 制 是 真 核 细胞 的 复杂 性 与 多 样 性 的 核心 所 在 


在 细菌 中 ， 我 们 过 到 过 简单 的 组 合 控 制 (combinatorial control), 。 如 CAP 能 通过 
与 不 同调 控 重 日 的 协作 来 调 市 多 个 基因 。 在 lac 基因 中 ，CAP 同 Lac 抑制 子 共同 作用 ， 
而 在 gal 基因 中 ， 它 又 同 Gal 抑制 子 协作 (第 16 章 ) 。 

在 真 核 细胞 中 存在 着 广泛 的 联合 控制 。 我 们 首先 考虑 一 个 常见 的 例子 (图 17-18)， 
基因 A 受 4 个 信号 〈 分 别 为 1、2、3、4) 的 控制 ， 每 个 信号 通过 一 个 独立 的 活化 子 
( 即 活化 子 1、2、3、4) 来 起 作用 。 基 因 B 受 3 个 信号 (分 别 为 3、5、6) 的 控制 ， 这 
些 信号 通过 对 应 的 3 个 活化 子 来 起 作用 。 注 意 ， 信 号 3 是 在 两 个 基因 中 都 有 的 信号 ， 活 
ATF 3 同样 作用 于 两 个 基因 。 在 复杂 的 多 细胞 生物 REMAX) 中 ， 联 合 控 制 涉及 
比 上 例 中 更 多 的 调控 重 日 和 基因 ， 当 然 ， 抑 制 子 示例 活化 子 都 可 能 参与 。 调 挖 蛋白 何以 
能 移 如 此 杂乱 地 混在 一 起 ? 


图 17-18 组 合 控制 。 这 里 展示 了 两 个 基因 ， 每 一 个 都 受到 多 重信 和 号 的 控制 ， 
基因 和 A 是 4 种 ， 基 因 了 是 3 种 。 每 种 信号 都 是 通过 一 种 调控 蛋白 与 基因 交 
i. EA 3 与 不 同 的 、 另 外 的 调节 子 组 合作 用 于 两 个 基因 。 


如 上 所 述 ， 多 个 活化 子 协同 作用 。 事 实 上 ， 单 个 活化 子 的 多 个 拷贝 也 能 协同 作用 ， 
表明 特定 的 活化 子 可 以 和 多 个 靶 体 作用 。 这 一 点 可 以 解释 为 什么 不 同 的 调节 子 可 以 以 如 
此 多 的 组 合 起 作用 ; 每 一 个 调节 子 都 可 以 利用 一 系列 的 靶 体 ， 而 在 一 起 作用 的 组 合 方式 
并 无 限制 。 

”以 上 提 到 的 信号 整合 的 例子 一 一 酵母 HO 基因 和 人 干扰 素 基 因 ， 所 涉及 的 活化 子 
作为 组 合 控制 的 例子 都 调控 其 他 基因 的 表达 。 因 而 ， 在 酵母 的 例子 里 ，SWI5 涉及 多 个 
其 他 基因 的 调控 。 哺 乳 动 物 中 ，NKxB 不 仅 调 控 β 干扰 素 而 且 调 控 许 多 其 他 基因 的 表达 
包括 B 细胞 免疫 球 重 日 x 轻 链 。Jun/ATF 同样 与 其 他 调控 子 作 用 ， 调 控 其 他 基因 的 表 
达 。 前 面 讲 过 茶 些 DNA 结合 蛋白 以 异 二 到 体 形式 与 不 同 的 伙伴 结合 ， 提 供 了 另外 一 个 
层次 的 组 合 控制 。 


酵母 交配 型 基因 的 组 合 控制 


ΕΗ; 3 种 形式 存在 : 两 种 不 同 的 单 倍 体 交 配 型 a 和 a， 以 及 当 交 配 型 a 和 a 
交配 、 融 合 形成 的 二 倍 体 。 两 种 交配 型 细胞 不 同 ， 因 为 它们 表达 两 套 不 同 的 基因 : a 特 
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FAA A 特异 基因 。 如 下 面 简 述 的 ， 它 们 受到 活化 子 和 抑制 子 的 不 同 组 合 的 调控 。 

a 细胞 和 a 细胞 分 别 编码 细胞 类 型 特异 的 调控 子 : a 细胞 生产 调控 蛋白 al， 而 v 细 
胞 生产 和 蛋白 al 和 a2。 第 四 种 调控 蛋白 叫做 Mem1l， 也 涉及 调控 交配 型 特异 的 基因 【以 
及 许多 其 他 基因 )， 它 同时 存在 于 这 两 种 细胞 中 。 那 么 ， 这 些 调控 子 是 如 何在 一 起 发 挥 
作用 从 而 确保 在 a 细胞 中 a 细胞 特异 基因 是 打开 的 ， 而 a 细胞 特异 基因 是 关闭 的 ， 反 之 
在 a 细胞 也 是 如 此 。 在 二 倍 体 细胞 中 这 两 套 基因 都 保持 关闭 。 

调控 子 在 a 细胞 特异 基因 和 α 细胞 特异 基因 启动 子 上 的 排列 示 于 图 17-19. 


细胞 类 型 a 细胞 Qa 细胞 a'a 4 Hu 


MATE Ες 


基因 调控 蛋白 


目标 基因 


a 特异 基因 


co 特异 基因 


单 倍 体 
特异 基因 


图 17-19 酵母 细胞 类 型 特异 基因 的 控制 。 如 在 正文 中 详细 讲述 的 ， 酵 母 细胞 的 3 种 形式 [ 单 倍 体 交配 型 a 
细胞 和 a 细胞 以 及 a/a 细胞 〈 二 倍 体 )] 是 由 它们 所 表达 的 特定 的 基因 来 确定 的 。 一 种 通用 的 调控 子 
(Μεπι]) 和 3 种 细胞 类 型 特异 的 调控 子 〈al al, αὖ) 共同 调控 3 类 靶 基 因 。MAT 位 点 是 基因 组 中 的 一 个 
区 域 ， 它 编码 交配 类 型 调控 子 (第 11 章 )， 


”a 细胞 中 ，a 细胞 特异 基因 是 关闭 的 ， 因 为 没有 活化 子 在 那里 结合 ; a 细胞 特异 
基因 是 打开 的 ， 因 为 Mcml 在 那里 结合 并 激活 这 些 基因 。 

”在 a 细胞 中 ，a 细胞 特异 基因 是 打开 的 ， 因 为 Meml 在 启动 子 上 游 结 合并 激活 
它们 。 在 这 些 基 因 中 ，Mcml 结合 在 弱 结 合 位 点 而 且 只 能 与 蛋白 αἱ 单 体 协作 发 
挥 作用 。 这 确保 了 Mcml 只 在 α 细胞 中 活化 这 些 基 因 。w 细胞 中 a 细胞 特异 基因 
由 于 αὖ 抑制 子 的 存在 而 保持 关闭 。 这 个 抑制 子 以 二 聚 体形 式 结合 并 上 且 与 Mem] 
在 这 些 基 因 中 协作 发 挥 作用 。a2 抑制 子 的 两 种 特性 保证 了 a 细胞 特异 基因 不 在 
这 里 表达 : CAm Γ Mem] 的 活化 区 使 这 个 蛋白 质 无 法 激活 ; 它 同 时 还 有 效 地 
抑制 这 些 基 因 。a2 抑制 子 的 作用 机 制 我 们 将 会 在 下 一 节 讲 到 。 

在 二 倍 体 细胞 中 ，a 细胞 特异 基因 和 细胞 特异 基因 都 关闭 。 其 形成 如 下 ， a 细 
胞 特异 基因 结合 Mem] 和 a2， 与 其 在 α 细胞 中 一 样 ， 使 得 这 些 基因 保持 关闭 。 
α 细胞 特异 基因 保持 关闭 ， 是 因为 如 同 在 a 细胞 中 一 样 没有 活化 子 的 结合 。 
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”两 种 单 倍 体 细胞 Ca 和 a) 都 表达 另外 一 类 基因 叫做 单 倍 体 特 异 基因 〈haploid- 
specific gene) 。 这 些 基 因 在 二 倍 体 细胞 中 被 a2 关闭 ， 后 者 在 基因 的 上 游 与 al 
形成 异 二 聚 体 与 其 结合 。 只 有 在 二 倍 体 中 才 同 时 存在 这 两 种 调控 子 。 

现在 ， 其 他 酵母 的 交配 型 基因 调控 的 分 子 细节 也 已 经 知道 了 。 在 框 17-3 H, Ri 

比较 了 a 和 α 特异 性 基因 在 酿酒 酵母 (S. cerevisiae) 和 日 色 假 丝 酵 母 中 (Candida al- 
bicans) 是 如 何 调控 的 。 这 个 比较 揭示 了 基因 调控 回路 可 以 如 何 进化 ， 在 后 面 的 音节 中 
我 们 还 会 回 到 这 个 主题 。 
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8. ,细胞 中 ， > a2 ν᾿ 合 Meml 来 激 i a 特 异 基 因 。 he αν ο σας 
基因 的 关闭 。 , .. ο... 
ta 特异 基因 的 调控 ， 证 了 如 下 的 进化 转变 在 祖先 状态 > - 和 Mem! 
活化 a 特异 基因 。 随后 , αὖ fe McM1 之 间 的 相互 作用 进化 了 ， 还 有 一 个 a2 DNA ὁ 结合 
点 的 进化 ， 以 及 在 a 特异 基因 局 5, 2} T Μετ] DNA 结合 位 ， 点 的 强度 增 大 。 Pati 
MERLE, a2 Monl ΑΦ MAMMET, Αλ τ. o 
”值得 注意 9 是 ， 重 构 模型 中 提 到 的 两 种 调控 广 R ο ο ARAR 
PDR) 之 间 转 换 的 中 间 体 有 两 各 形式 。 这 样 ， 在 提议 的 进化 路 径 中 所 有 的 中 间 体 都 保 
留 了 恰当 的 调控 ， 因 为 一 一 种 新 的 调控 模式 在 旧 的 丢失 之 前 被 加 进来 。 这 引发 了 另 一 个 可 
能 1 生 ， 一 个 特定 基因 回路 的 不 同 版 本 ， 如 我 们 已 经 描述 的 交配 型 调控 ， 不 是 被 强烈 选择 
me ESE T. ἘΠ 


peas 
间 9. - 


mR 本 母 ον... 


_ ms 18 tat 特异 基 EE W 控 。 ΘΕ 源 ， Adapted, with permission, from Rokas A. . 
. 2006. Nature 443, ΓΙ ο, Fig Lee > 


转录 抑制 子 


在 细 男 中 我 们 见 到 许多 抑制 子 通 过 对 与 启动 子 重合 位 点 的 结合 从 而 阻 断 RNA 聚合 
酶 的 结合 。 但 我 们 还 见 到 了 其 他 的 方式 : 它们 结合 在 启动 子 邻 近 区 域 ， 与 结合 在 那里 的 
聚合 酶 相互 作用 从 而 抑制 它 的 转录 起 始 。 它 们 还 可 以 干扰 活化 子 的 功能 。 

除去 第 一 种 方式 〈 在 细菌 中 最 常见 ) 在 真 核 生 物 中 我 们 可 以 见 到 以 上 所 有 其 他 形 
式 。 我 们 还 可 以 见 到 男 外 一 种 抑制 形式 ， 也 许 是 真 核 生物 中 最 常见 的 形式 。 它 的 作用 方 
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AUM P: 同 活化 子 一 样 ， 抑 制 子 可 以 募集 核 小 体 修饰 酶 ， 但 在 这 里 这 个 酶 的 作用 与 活化 
子 劳 集 的 相反 ， 它 们 使 染色 质 更 紧凑 或 者 去 除 能 够 被 转录 机 器 识别 的 基 团 。 例 如 ， 组 蛋 
日 脱 乙酰 酶 (histone deacetylase) 通过 从 组 蛋白 尾部 去 除 乙酰 基 来 抑制 转录 ; 我 们 知 
道 乙 酰基 的 存在 促进 转录 。 其 他 的 酶 在 组 蛋白 的 尾部 加 上 甲 基 ， 这 个 反应 常常 抑制 转 
录 。 尺 管 在 某 些 情况 下 ， 它 与 活跃 转录 的 基因 关联 (38 7 章 ) 。 组 蛋白 (和 DNA) 修饰 
也 成 为 叫做 “沉默 ”的 转录 抑制 的 基础 ， 在 本 章 的 后 面 还 会 详细 讲 到 。 

这 些 各 种 类 型 的 抑制 示 于 图 17-20。 这 里 我 们 只 对 一 个 例子 详细 讲述 ， 一 个 叫 Migl 
的 抑制 子 。 与 Gal4 一 样 ， 它 控制 酵母 GAL 基因 的 表达 。 


机 制 
P 


抑制 


直接 抑制 


RNA ΘΗΝ II 


间接 抑制 


17-20 ” 真 核 生物 抑制 子 的 作用 方式 。 真 核 生物 的 转录 可 以 受到 多 种 方式 的 抑制 ， 这 包括 图 中 展 
示 的 4 种 机 制 。a. 通过 与 活化 子 结合 重 人 位 点 的 结合 ， 抑 制 子 抑制 活化 子 对 基因 的 结合 因而 阻 断 基 
因 的 活化 。 这 个 模式 的 变换 方式 包括 : 抑制 子 可 以 是 同一 活化 子 的 衍生 部 分 ， 后 者 缺少 活化 区 ; 在 
为 一 种 模式 中 ， 以 二 聚 体形 式 与 DNA 结合 的 活化 子 可 以 受到 其 保留 了 聚合 区 但 缺乏 DNA 结合 区 的 
衍生 物 的 抑制 ， 这 种 衍生 物 与 活化 子 形成 无 活性 的 异 二 聚 体 。b. 抑制 子 与 活化 子 旁边 的 位 点 结合 ， 
并 与 活化 子 相互 作用 ， 位 阻 它 的 活化 区 。c， 抑制 子 与 基因 上 游 的 位 点 结合 ， 通 过 与 转录 机 器 的 特殊 
方式 作用 ， 抑 制 转录 起 始 。d. 通过 募集 组 蛋白 修饰 酶 改变 核 小 体 ， 从 而 抑制 转录 。 (如 此 例 的 脱 乙 
酰 化 ， 某 些 情 况 下 也 发 生 甲 基 化 ， 甚 至 对 启动 子 的 重 塑 ) 
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图 17-21 展示 了 我 们 前 面 见 到 的 GAL 基因 (图 17-3) 。 但 是 这 里 在 Gal4 和 启动 子 
之 加 多 了 一 个 位 点 ， 这 就 是 在 葡萄 糖 存 在 的 条 件 下 Mig] 结合 并 关闭 GAL 基因 的 位 点 。 
这 样 ， 同 E. coli 一 样 ， 酵 母 细 胞 只 有 在 首选 的 能 量 源 葡萄 糖 不 存在 时 才 生 产 代 谢 半 乳 
糖 所 需要 的 酶 。 那 么 ，Migl 又 是 怎样 关闭 GAL 基因 的 呢 ? 


图 17-21 酵母 GALI 基因 的 抑制 。 在 葡萄 糖 存 在 时 ，Migl 结合 到 UGS. 和 
GAL] 局 动 子 之 间 的 一 个 位 点 。 通 过 募集 Tupl 抑制 复合 体 ，Migl 抑制 
GALI 基因 的 表达 。 很 可 能 是 对 局 部 核 小 体 的 去 乙酰 化 产生 了 转录 抑制 
(Tupl 劳 集 脱 乙 栈 酶 )， 也 可 能 是 直接 接触 和 抑制 转录 机 器 。 在 本 图 未 展示 
的 一 个 实验 中 ， 如 果 Tupl 与 一 个 DNA 结合 域 融合 ， 而 此 结合 域 的 位 点 又 
位 于 基因 的 上 游 ， 该 基因 的 表达 就 会 被 抑制 。 


Mig] 劳 集 一 个 “抑制 复合 体 ” 其 中 包含 Tupl 蛋白 。 这 个 抑制 复合 体 被 其 他 许多 
抑制 转录 的 酵母 DNA 结合 蛋白 所 募集 ， 这 包括 前 述 的 控制 交配 型 的 a2 蛋白 。Tupl 在 
哺乳 动物 细胞 也 有 对 应 物 。 有 两 种 假说 来 解释 Tupl 的 抑制 作用 : 其 一 ，Tupl 募集 组 
集 日 脱 乙酰 酶 ， 后 者 使 邻近 的 核 小 体 脱 乙酰 化 ; 其 二 ，Tupl 在 启动 子 部 位 与 转录 机 器 
和 耳 接 作用 抑制 转录 起 始 。 


言 号 转 导 与 转录 调控 子 的 控制 


信号 通 第 通过 信号 转 导 通路 传达 至 转录 调控 子 

我 们 已 经 知道 ， 某 一 个 特定 的 基因 的 表达 与 否 通常 取决 于 其 环境 中 的 各 种 信号。 这 
些 信号 以 多 种 形式 存在 。 例 如 ， 在 细菌 中 ， 这 些 信和 号 可 以 是 小 分 子 物质 ， 如 糖 类 。 这 些 
信和 号 也 可 能 是 蛋白 质 类 物质 ， 由 一 个 细胞 释放 ， 而 被 另 一 个 细胞 接受 。 这 在 多 细胞 生物 
的 发 育 过 程 中 尤为 常见 〈 见 第 19 章 )。 

信和 号 被 细胞 检测 到 以 及 信和 号 效应 传达 到 基因 有 多 种 方式 。 在 细菌 中 ， 信 和 号 通过 诱导 
调控 子 的 变 构 改变 来 控制 调控 子 的 活性 。 这 种 效应 通常 是 直接 的 : 小 分 子 信号 ， 如 糖 
类 ， 进 入 细胞 ， 直 接 与 转录 调控 子 结合 。 但 我 们 知道 一 个 信号 效应 是 非 直 接 的 例子 CE 
化 子 NtrC 的 控制 )。 在 这 个 例子 中 ， 信 号 〈 低 氨水 平 ) 诱导 一 种 激酶 ， 该 激酶 磷酸 化 
NtrC。 此 类 间接 信号 作用 所 代表 的 是 信号 转 导 通路 (signal transduction pathway), 

“信号 ”一 词 指 起 始 配 体 自身 ， 如 糖 或 蛋白 质 。 这 正如 我 们 先前 所 定义 的 ，“ 信 号” 
一 词 也 可 以 用 “信息 ”， 因 为 信号 随 着 配 体 被 识别 ， 传 递 给 调控 子 ， 后 者 直接 调控 基因 ， 
即 信 号 沿 看 信号 转 导 通 路 传递 。 对 于 简单 的 细菌 例子 ，“ 信 号 ”和 “信息 ”没有 差别 。 
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但 是 ， 一旦 涉及 信号 转 导 通路 ， 这 两 者 就 不 同 了 。 在 真 核 细 胞 中 ， 我 们 将 看 到 (特别 是 
第 19 章 ) 大 多 数 信 号 是 沿 着 信号 转 导 通路 将 信息 传递 至 基因 的 ， 这 些 信 号 转 导 通路 有 
时 是 非常 精密 的 。 在 此 部 分 ， 首 先 介绍 一 两 个 真 核 细 胞 中 信和 号 沿 着 信和 号 转 导 通路 进行 传 
递 的 实例 。 然 后 ， 我 们 更 加 全 面 地 了 解 从 上 述 信号 转 导 通路 来 的 信号 是 怎样 控制 转录 调 
fe fF ASW. 

在 信号 转 导 通路 中 ， 起 始 配 体 通 常 由 特异 的 细胞 表面 受 体 (cell surface receptor) 
检测 到 : 配 体 与 受 体 细 胞 外 的 某 个 区 域 结 合 ， 这 种 结合 的 信息 被 转 递 至 该 受 体 的 细胞 内 
区 域 。 从 此 处 开始 ， 信 和 号 被 传递 到 相应 的 转录 调控 子 ， 通 常 是 通过 一 系列 的 激酶 级 联 反 
应 。 配 体 与 受 体 的 细胞 外 区 域 结 合 是 怎样 通讯 到 细胞 内 区 域 ? 这 可 以 通过 受 体 的 变 构 改 
变 来 实现 ， 即 配 体 的 结合 可 以 改变 细胞 内 区 域 的 构 型 (及 活性 )。 此 外 ， 配 体 也 可 以 只 
是 使 两 条 或 多 条 的 受 体 链 聚集 ， 使 这 些 受 体 的 细胞 内 区 域 间 通过 交互 作用 而 互相 活化 ，。 

图 17-22 所 示 的 是 信号 转 导 通路 的 两 个 例子 。 首 先是 一 个 相对 简单 的 案 
例 一 一 STAT (signal transdncer and activator of transcription) 通路 (图 17-22a)。 在 
这 个 例子 中 ， 激 酶 与 受 体 的 细胞 内 区 域 结合 。 当 受 体 被 其 配 体 (细胞 因子 ) 活化 ， 导 致 
两 条 受 体 链 聚集 ， 引 发 每 条 链 中 的 激酶 活化 ， 磷 酸化 对 应 受 体 细胞 内 区 域 的 一 段 特 殊 序 
列 。 此 磷酸 化 位 点 随后 被 一 个 特殊 的 STAT 蛋白 识别 。 而 STAT 蛋白 一 旦 与 上 述 磷酸 
化 位 点 结合 后 ， 其 自身 也 被 磷酸 化 。STAT 蛋白 磷酸 化 后 ，STAT 蛋白 二 聚 化 ， 向 细 
胞 核 中 转移 ， 并 与 DNA 结合 。 

为 外 一 个 例子 更 为 精细 (图 17-22b) : 控制 活化 子 如 Jun 的 ΜΑΡ 激酶 (MAPK) 
通路 。Jun 是 我 们 前 面 (图 17-16) 提 到 的 8B 干 扰 素 增强 子 上 作用 的 活化 子 。 在 这 个 例 
FP, 被 活化 的 受 体 诱导 一 系列 的 信号 事件 ， 最 后 导致 一 种 MAPK 活化 ， 后 者 进一步 
人 碾 酸 化 Jun〈 及 其 他 转录 调控 子 )。 信 息 沿 着 信号 转 导 通路 传递 ， 最 普遍 的 方式 是 通过 磷 
酸化 。 此 外 ， 也 会 使 用 和 蛋白 酶 解 、 去 磷酸 化 、 以 及 其 他 修饰 作用 。 
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言 号 被 直接 或 间接 通讯 到 一 个 转录 调控 子 后 ， 是 如 何 调控 这 个 调控 子 的 活性 呢 ? 在 
细菌 中 ， 控 制 转录 调控 子 的 变 构 改变 通常 可 以 影响 该 转录 调控 子 与 DNA 结合 的 能 力 。 
这 在 信号 配 体 目 身 直接 作用 于 转录 调控 子 的 情况 以 及 信和 号 配 体 经 信和 号 转 导 通路 传递 到 转 
录 调 控 子 的 情况 中 都 是 如 此 。 因 此 ， 乳 糖 抑 制 子 只 有 在 缺乏 别 乳 糖 时 才能 与 DNA 结 
a> NtrC 的 磷酸 化 引发 变 构 改 变 ， 控 制 活化 子 与 DNA 结合 。 

在 真 核 生 物 中 ， 通 常 转录 调控 子 并 不 在 DNA 结合 水 平 被 调控 (虽然 也 有 例外 )， 
而 是 通过 下 述 两 种 基本 方式 之 一 被 调控 。 

活化 区 的 又 露 。 可 以 通过 与 DNA 结合 的 活化 子 的 构象 改变 ， 使 先前 被 掩蔽 的 活化 
区 骏 露 出 来 。 或 者 通过 释放 掩蔽 蛋白 达到 此 目的 。 在 这 之 前 该 掩蔽 蛋白 结合 并 隐蔽 活化 
区 域 。 上 述 两 种 情况 所 必需 的 构象 改变 可 以 通过 〈 转 录 调 控 子 ) 直接 与 配 体 结合 ， 或 者 
通过 配 体 依赖 的 磷酸 化 来 引发 。 

Gal4 由 一 个 撼 政 和 蛋白 所 控制 。 在 缺乏 半 乳 糖 时 ，Gal4 与 其 GALI 基因 上 游 的 结合 
位 点 结合 。 但 是 并 不 活化 该 基因 ， 因 为 男 外 一 个 和 蛋白质 Gal80 与 Gal4 结合 ， 闭 塞 了 后 
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17-22 哺乳 动物 细胞 的 两 条 信号 转 导 通 路 。 这 里 显示 的 是 STAT 和 Κας 通路 。a 图 中 显示 的 是 一 种 细胞 
因子 与 其 受 体 结合 ， 从 而 使 两 条 受 体 链 靠近 。 每 条 受 体 链 的 胞 内 区 都 有 一 种 称 为 JAK 的 激酶 与 之 附着 。 两 
条 受 体 链 的 会 聚 〈 可 能 伴 有 由 细胞 因子 结合 所 引发 的 构象 改变 ) 陡 致 两 条 受 体 链 的 磷酸 化 ， 这 种 磷酸 化 是 由 
JAK 激酶 所 催化 的 (JAK 激酶 也 相互 磷酸 化 ， 激 发 其 激酶 活性 )， 受 体 链 的 磷酸 化 位 点 随后 被 细胞 质 中 的 叫 
做 STAT 的 蛋白 识别 。 每 个 STAT 分 子 含有 一 个 所 谓 的 SH2 πὲ, 这 些 结构 域 见于 参与 信号 转 导 的 很 多 蛋白 
中 。 这 些 SH2 域 识 别 在 某 些 序列 环境 中 的 磷酸 化 Tyr 残 基 ， 而 这 正 是 该 信号 转 导 通路 特异 性 的 基础 。 也 就 
是 说 ， 被 募集 到 某 一 特定 受 体 上 的 特殊 的 STAT 将 决定 随后 被 活化 的 基因 . 一 旦 被 募集 到 受 体 上 ,该 
STAT 日 身 也 被 JAK 激酶 磷酸 化 。 这 种 效应 允许 两 个 STAT 蛋白 形成 一 个 二 聚 体 (每 个 STAT 上 的 SH2 域 
识别 对 应 STAT 分 子 上 的 磷酸 化 位 点 )。 二 聚 体 随后 转移 至 细胞 核 内 ， 在 该 处 ， ES DNA 上 特异 的 位 点 结 
合 〈 不 同 的 STAT 有 不 同 的 位 点 )， 并 且 激 活 邻 近 基 因 的 转录 。b. 引导 下 游 ΜΑΡ 激酶 通路 的 Ras 通路 。 某 
一 生长 因子 (如 EGF) 与 其 受 体 结合 ， 使 受 体 链 会 聚 ， 正 如 STAT 的 例子 ， 随后 彼此 磷酸 化 。 这 种 作用 募 
集 一 种 衔接 蛋白 质 ， 叫 做 Grb2， 该 蛋白 质 有 一 个 SH2 域 ， 可 以 识别 活化 的 受 体 中 的 磷酸 化 的 Tyr 残 基 。 
Grb2 的 为 一 端 与 SOS 结合 ,后 者 是 一 种 鸟 叮 叭 核 苷 酸 交 换 因 子 (Ras ΟΕΕ). SOS 随后 又 结合 Ras 蛋白 ， 后 
者 附着 在 细胞 膜 内 侧 。Ras 蛋白 是 一 种 小 GTP 酶 ， 后 者 在 与 GTP 结合 时 采取 一 种 构象 ， 而 与 GDP 结合 时 
义 是 为 一 种 构象 ; 与 SOS 的 相互 作用 引发 GTP 代替 GDP 与 Ras HA, Ras 因而 发 生 构象 改变 。 在 这 种 新 的 
构象 下 ，Ras 激活 所 谓 MAPK 级 联 的 最 高 一 级 的 激酶 。 该 通路 中 的 第 一 个 激酶 叫做 MAPK 激酶 激酶 
(MAPKKK) (Raf); 一 旦 被 Ras 激活 后 ，Raf 磷酸 化 下 一 级 激酶 (一 种 MAPK 激酶 MAPKK， 叫 做 Mek) 
的 丝氨酸 和 苏 氨 酸 残 基 。 这 种 作用 激活 了 Mek， 后 者 进而 磷酸 化 MAPK (Erk). 该 MAPK 随后 磷酸 化 一 系 
列 底 物 ， 包 括 转录 活化 子 (如 Jun), ， 调 控 多 种 特异 基因 的 转录 ， 包 括 8 干扰 素 (图 17-16). 


信号 转 导 与 转录 调控 子 的 控制 。615 。 


者 的 活化 区 。 半 乳糖 触发 Gal80 的 释放 以 及 基因 的 活化 (图 17-23)， 
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图 17-23 酵母 活化 子 Gal4 是 由 Gal80 蛋白 调节 的 。Gal4 仅 在 半 乳 糖 存在 时 才 具 
有 活性 ， 即 使 在 半 乳 糖 缺 乏 时 ， 发 现 Gal4 与 其 位 于 GALI 基因 上 游 的 结合 位 点 
结合 。 但 是 在 这 种 情况 下 ， 它 并 不 能 活化 该 基因 ， 因 为 此 时 活化 区 域 与 另外 一 个 
叫做 Gal80 的 蛋白 质 结合 。 在 半 乳 糖 存 在 时 ，Gal80 发 生 构 象 改变 ， 活 化 区 域 因 
Mase, GAL] 从 而 被 激活 。 本 图 显示 ， 在 半 乳 糖 存 在 时 ，Gal80 与 Gals 解 离 。 
实际 上 可 能 是 位 置 的 改变 以 及 结合 力 的 减弱 ， 而 并 非 完 全 脱离 。 如 图 显示 ，Mig]l 
设 有 与 其 位 点 结合 ， 因 为 不 存在 葡萄 糖 (图 17-21). 


在 许多 情况 下 ， 掩 蔽 蛋白 不 仅 阻 断 活 化 区 ， 甚 自身 作为 (或 者 募集 ) 脱 乙酰 酶 ， 所 
以 可 以 主动 抑制 基因 。 一 个 例子 是 哺乳 动物 活化 子 E2F。E2F 与 其 目标 基因 的 上 游 位 点 
结合 ， 无 论 是 否 在 激活 该 基因 。 另 外 一 个 蛋白 质 一 一 抑制 子 Rb (retinoblastoma pro- 
tein, WAAR ΜΗ He A) 通过 与 E2F 结合 而 控制 E2F 的 活性 。 这 种 结合 阻 断 了 活 
化 ， 并 且 蔓 集 了 一 种 脱 乙 酰 酶 来 抑制 目标 基因 。Rb 磷酸 化 导致 其 从 ΕΡΕ 上 释放 ， 因 此 
也 了 束 寻 致 了 目标 基因 的 活化 。E2F 控制 某 些 基因 的 表达 ， 而 这 些 基因 是 哺乳 动物 细胞 
经 历 细 胞 周期 的 S 期 所 必需 的 (第 7 章 )。 因 此 ，Rb 的 磷酸 化 控制 着 这 些 细胞 的 增殖 。 
影响 这 条 通路 的 突变 通常 都 与 不 受 控制 的 细胞 增殖 和 癌症 相关 。 

运输 出 入 细胞 核 。 当 处 于 非 活 化 状态 时 ， 许 多 活化 子 和 抑制 子 都 被 限制 在 细胞 质 
中 。 具 有 信号 功能 的 配 体 使 这 些 活 化 子 和 抑制 子 转移 到 细胞 核 内 ， 它 们 在 细胞 核 内 起 作 
用 。 这 一 过 程 可 以 有 许多 不 同 的 机 制 。 因 此 ， 调 控 子 可 以 通过 以 下 方式 被 限制 在 细胞 质 
中 ;与 抑制 性 蛋白 相互 作用 ,或 者 与 细胞 膜 相 互 作用 ,或 者 以 某 种 构象 存在 ， 在 此 种 构 
象 中 其 向 细胞 核 内 运输 所 必需 的 信号 被 掩盖 了 。 

对 信号 的 应 答 所 导致 的 释放 和 向 细胞 核 内 运输 可 以 通过 抑制 子 或 连接 区 域 的 蛋白 质 
水 解 以 及 异 构 效 应 来 介 导 。 在 第 19 章 ， 当 我 们 考虑 果 蝇 胚胎 的 背 腹 轴 形成 时 ， 我 们 会 
看 到 这 样 的 例子 。 在 该 例子 中 ，Cactus 是 抑制 蛋白 ， 在 细胞 质 中 与 转录 调控 子 Dorsal 
结合 。 在 对 有 茶 一 特异 信号 应 答 时 ，Cactus 被 磷酸 化 后 降解 ，Dorsal 得 以 进入 细胞 核 行 
使 其 功能 (图 19-13). 
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活化 子 和 抑制 子 有 时 以 片段 形式 存在 


已 的 来 说 ， 我 们 已 经 讨论 了 活化 子 和 抑制 子 的 最 简单 的 形式 ， 虽 然 我 们 已 经 间接 提 
到 额外 的 复杂 度 。 例 如 ， 活 化 子 可 以 是 几 个 片段 活化 子 的 DNA 结合 区 和 激活 区 可 以 分 
布 在 不 同 的 多 肽 链 上 。 它 们 在 DNA 链 上 集合 到 一 起 ， 形 成 活化 子 。 此 外 ， 在 考虑 调控 
Pela SHIPS, BETA LAA SIZE DNA 链 上 所 形成 的 蛋白 质 复合 物 ; 而 后 者 的 性 质 可 
以 决定 DNA 结合 蛋白 是 激活 还 是 抑制 邻近 的 基因 表达 。 例 如 ， 在 上 述 例 子 (E2F/Rb) 
中 ， 活 化 子 在 结合 某 个 蛋白 质 后 ， 转 变 成 了 一 个 抑制 子 。 还 有 更 精细 的 例子 ， 如 糖 皮质 
WR SCVE (glucocorticoid receptor, GR), 此 哺乳 动物 和 蛋白质 是 激活 还 是 抑制 转录 ， 取 
决 于 其 在 某 一 特定 基因 上 的 DNA 结合 位 点 的 性 质 与 排列 ， 

在 缺少 配 体 时 ，GR 通过 与 Hsp90 蛋白 的 相互 作用 ， 被 限制 在 细胞 质 中 。 一 旦 有 本 
体 与 之 结合 ，GR 被 释放 ， 转 移 到 细胞 核 中 。( 因 此 ，GR 是 调控 子 的 活性 由 细胞 核定 位 
所 控制 的 另 一 个 实例 。) 一 旦 进入 细胞 核 ，GR 结合 GRE 位 点 。 这 些 结合 位 点 有 两 种 类 
型 ， 当 《调控 子 ) 结合 到 其 中 一 类 时 ， 它 可 以 激活 转录 ; 当 (调控 子 ) 结合 到 另外 一 类 
时 ， 它 可 以 抑制 转录 。 

当 结 合 到 上 述 第 二 类 位 点 时 ， 受 体 采 用 了 某 种 构象 ， 允 许 其 与 组 蛋白 脱 乙 酰 酶 结 
合 。 当 与 上 述 第 一 类 位 点 结合 时 ， 受 体 的 构象 不 允许 其 与 组 蛋白 脱 乙 酰 酶 结合 ， 而 是 与 
万 外 一 个 叫做 CBP 的 分 子 结合 CBP 是 被 β 干扰 素 增 强 体 结合 的 同一 个 共 活 化 子 (图 
17-16), “3 CBP 的 结合 导致 邻近 基因 的 活化 。 这 部 分 是 由 于 CBP BSS AZ N 
的 绿 改 ， 同 时 也 因为 募集 构成 转录 机 器 的 某 些 成 分 ， 就 如 同 我 们 在 8- 干 扰 素 例子 中 描述 
的 那样 。 事 实 上 ， 在 激活 过 程 中 ，CBP 被 募集 到 许多 哺乳 基因 上 ， 

共 抑 制 子 ”和 “ 共 活 化 子 ” 通 常 指 任何 辅助 性 蛋白 ， 既 非 转 录 机 器 的 一 部 分 ， 其 
HANES DNA 结合 的 调控 子 , 但 是 却 参 与 基因 的 转录 调控 。CBP 就 是 这 样 的 例 
于 。 此 概念 也 指 其 他 对 核 小 体 具有 修饰 功能 的 复合 物 。 


sa ...πππ. 


到 目前 为 止 ， 我 们 已 经 讨论 了 活化 子 和 抑制 子 对 基因 的 调控 ， 它们 与 基因 邻近 区 域 
络 合 ， 开 局 或 关闭 该 基因 。 这 种 效应 是 局 部 的 ， 并 且 调 控 蛋 白 的 活动 通常 由 特异 的 细胞 
外 信号 控制 。 现在 我 们 转向 讨论 转录 沉默 (transcriptional silencing) 的 机 制 。 沉默 在 
本 文中 在 第 18 章 这 个 词 被 用 于 完全 不 同 的 情形 ) 指 的 是 一 种 位 置 效应 。 基 因 因 为 它 
-所 处 的 位 置 而 沉默 ， 而 不 是 由 于 对 环境 中 某 一 特异 于 号 的 应 答 反 应 。 另 外 ， 沉 默 效 应 在 
AEH DNA 序列 上 可 以 “扩散 ”， 关 闭 多 个 基因 ， 即使 是 那些 离 起 始 事件 距离 较 远 的 
基因 .尽管 有 这 些 差异 ， 了 解 沉默 效应 并 不 需要 全 新 的 理论 ， 而 仅仅 是 我 们 在 本 章 所 遇 
到 的 理论 的 延伸 。 

最 常见 的 沉默 形式 与 被 称 为 异 染 色 质 Cheterochromatin) 的 一 种 致密 形式 的 染色 质 
有 关 。 异 染色 质 的 命名 源 于 其 在 光学 显微镜 下 的 外 观 . 与 其 他 染色 质 ， 即 常 染 色 质 
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Ceuchromatin) 相 比 ， 它 看 起 来 很 致密 ， 弄 染 色 质 通常 与 染色 体 的 某 些 特殊 区 域 相关 ， 
特别 是 端 粒 在 染色 体 末 端 发 现 的 结构 ) 和 着 丝 粒 。 正 如 在 第 7 章 所 学 到 的 ， 病 粒 和 着 
丝 粒 通常 由 重复 序列 组 成 ,偶尔 会 有 少量 的 蛋白 质 编码 基因 。 如 果 用 实验 的 方法 将 一 个 
基因 转移 至 该 区 域 ， 那 么 该 基因 通常 被 关闭 。 实 际 上 ， 还 有 其 他 区 域 的 染色 体 也 处 于 蜡 
染色 质 状态 ， 并 且 这 种 区 域 中 已 发 现 有 基因 的 存在 ， 如 酵母 中 沉默 的 交配 型 基因 座 。 在 
哺乳 动物 细胞 中 ， 估 计 约 有 50% 的 基因 组 以 异 染 色 质 的 某 种 形式 存在 

我 们 已 经 知道 ， 染色 质 的 密度 可 以 被 那些 在 化 学 上 修饰 组 蛋白 尾部 的 酶 所 改变 。 这 
种 修饰 影响 DNA 的 易 接 近 性 ， 并 由 此 影响 复制 、 重 组 以 及 转录 等 过 程 。 

正如 我 们 已 经 叙述 过 的 ， 转 录 过 程 的 激活 和 抑制 通常 涉及 核 小 体 的 修饰 ， 以 至 于 政 
变 基因 对 转录 机 器 和 其 他 调控 蛋白 的 易 接近 性 。 我 们 也 曾经 遇 到 过 某 些 蛋白 质 可 以 识别 
锌 修饰 过 的 核 小 体 ， 并 且 可 以 特异 性 地 与 之 结合 。 开 染 色 质 的 沉默 可 以 被 理解 为 上 述 原 
理 的 一 种 延伸 。 

转录 也 可 以 通过 DNA 甲 基 化 而 被 沉默 。DNA 甲 基 化 是 由 DNA 甲 基 化 酶 (DNA 
methylase) 所 催化 。 这 种 形式 的 沉默 在 酵母 中 尚未 发 现 ， 但 在 哺乳 动物 细胞 中 却 很 
普遍 。DNA 序列 的 甲 基 化 能 抑制 蛋白 质 结合 ， 包 括 转录 机 器 ， 因而 阻 断 基因 的 表达 。 
但 是 甲 基 化 也 可 以 通过 其 他 途径 抑制 表达 : 有些 序 列 只 有 在 被 甲 基 化 后 才能 被 特异 
的 抑制 子 识别 ， 这 种 识别 随后 关闭 邻近 的 基因 通常 通过 募集 组 蛋白 脱 乙 酰 酶 来 
实现 。 


在 酵母 中 ， 沉 默 由 组 蛋白 的 脱 乙 酰 化 作用 和 甲 基 化 作用 介 导 


在 酿酒 酵母 中 ， 端 粒 、 沉 默 的 交配 型 基因 座 以 及 rDNA 基因 都 是 “沉默 ”的 区 域 . 
我 们 以 端 粒 为 例 进行 讨论 。 

RE RR, BARR Kit 1 一 5kb 部 分 均 是 折 释 、 致 密 的 结构 ， 如 图 17-24 所 示 ， 
来 自 染 色 体 其 他 位 点 的 基因 转移 到 该 区 后 ， 通 常 都 变 成 沉默 状态 ， 特 别 是 当 它们 在 原先 
的 位 点 就 只 有 微弱 表达 。 相 比 其 余部 分 的 基因 组 (这 部 分 基因 表达 更 容易 )， 端 粒 部 分 
的 染色 质 乙 酰 化 程度 要 轻 一 些 。 
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17-24 ”酵母 端 粒 中 的 沉默 效应 。Rapl 募集 SIR 复合 体 至 端 粒 。SIR2， 该 复合 体 的 一 种 成 分 ， 使 邻近 的 核 小 
体 脱 乙 酰 化 。 未 被 乙酰 化 的 尾部 随后 与 SIR3 及 SIR4 结合 ， 募 集 更 多 的 SIR 复合 体 ， 从 而 允许 其 中 的 SIR2 作用 
于 更 远 处 的 核 小 体 ， 循 环 往复 。 这 就 解释 了 由 脱 乙酰 化 造成 的 沉默 效应 的 扩散 。( 来 源 : Adapted，with permis- 
sion from Grunstein M. et al. 1998. Cell 93; 325-328. © Elsevier. ) 
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已 经 分 离 到 沉默 效应 被 消除 的 突变 体 ， 即 处 于 端 粒 部 位 的 基因 以 更 高 的 水 平 表 达 。 
这 些 人 研究 显示 了 3 个 编码 沉默 调控 蛋白 的 基因 ， 即 SIR2?、SIR3 和 SIR4 (SIR 代表 si- 
lent information regulator) 。 这 3 个 基因 所 编码 的 蛋白 质 形 成 一 个 复合 物 ， 与 沉默 状态 
的 染色 质 结 合 ， 其 中 Sir2 是 一 种 组 蛋白 脱 乙 栈 酶 。 

沉默 复合 物 由 识别 端 粒 重复 序列 的 DNA 结合 蛋白 募集 到 端 粒 。 在 沉默 的 交配 型 基因 
座 ， 劳 集 也 是 由 一 个 特异 的 DNA 结合 蛋白 起 始 的 。 上 述 两 种 情况 中 ，Sirs 的 募集 激发 了 
组 集 日 尾 的 局 部 脱 乙 酰 化 。 胶 乙酰 的 组 蛋白 随后 被 沉默 复合 物 直 接 识别 ， 因 此 局 部 脱 乙酰 
化 以 目 我 永 续 的 方式 沿 着 染色 质 轻易 地 扩散 开 ， 产 生 了 一 个 扩展 的 致密 异 染 色 质 区 域 。 

本 Tupl 的 抑制 〈 其 机 制 仍 未 明了 ) 不 同 ， 沉 默 很 清楚 地 是 由 组 蛋白 尾 的 脱 乙 酰 化 
ERK. Sir? 的 丢失 完全 缓和 了 沉默 ， 而 且 组 蛋白 尾 的 乙酰 化 具有 类 似 的 效应 。 整 个 异 
染色 质 结 构 依 赖 于 DNA 结合 蛋白 (Καρ) 的 持续 存在 来 维持 完整 性 。 因 此 ， 尽 管 因 
Sir 识别 脱 乙酰 组 绰 白 而 引发 脱 乙 酰 化 的 加 剧 和 扩散 ，DNA 结合 蛋白 继续 扮演 重要 的 角 
E. HIR, Æ DNA 结合 蛋白 赋予 了 整个 过 程 的 特异 性 ， 即 订 定 了 沉默 复合 物 在 哪里 形 
成 。 在 某 些 沉默 例子 里 ，RNA 分 子 ， 而 不 是 蛋白 质 ， 提 供 了 这 个 重要 的 特异 性 。 在 第 
18 草 ， 我 们 将 讨论 这 样 一 个 例子 ， 另 一 种 酵母 〈 栗 酒 裂 殖 酵 母 Schizosaccharomyces 
pombe) HY RNAi 是 该 生物 体 交 配 型 基因 座 和 着 丝 粒 沉默 所 必需 的 。 

沉默 区 域 的 扩散 是 如 何 被 节制 的 ?” 即 它 是 如 何 被 限制 到 合适 的 区 域 (如 端 粒 、 沉 默 
的 MATI 基 因 座 等 )? 前 面 我 们 提 到 绝缘 子 元 件 能 够 阻碍 组 蛋白 修饰 的 扩散 (图 17-12). 
万 外 ， 其 他 种 类 的 组 蛋白 修饰 阻碍 Sir2 蛋白 的 结合 ， 于 是 终止 了 扩散 。 组 蛋白 H3 尾 的 
甲 基 化 相信 起 了 这 个 作用 。 

组 种 日 甲 基 转 移 酶 把 甲 基 基 团 加 到 组 蛋白 尾 上 。 如 我 们 在 第 7 章 看 到 的 ， 这 些 酶 将 
HA EE AT BA A H3 和 H4 尾 上 特异 的 赖 氨 酸 残 基 上 。 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 最 近 在 酿酒 
醇 母 中 有 所 描述 ， 被 认为 帮助 某 些 基因 的 抑制 ， 如 刚 看 到 的 ， 阻 碍 Sir2 介 导 的 沉默 在 
其 他 区 域 的 扩散 。 但 是 组 蛋白 甲 基 化 酶 在 更 高 等 的 真 核 生物 和 票 酒 裂 残 醇 母 中 被 研究 得 
更 详细 。 在 这 些 生物 体 中 ， 沉 默 通常 与 含有 既 脱 乙酰 又 甲 基 化 的 组 蛋白 的 染色 质 相 关 
联 。 于 是 在 这 些 生 物体 中 ,在 H3 Æ Lys-9 的 甲 基 化 是 与 沉默 的 异 染色 质 相 关 的 一 种 修 
m GÆ 7-7)。 相 反 ， 其 他 位 点 的 甲 基 化 〈 如 在 同一 尾 上 的 Lys-4) 与 表达 的 提高 相关 。 


ae oe ΗΡῚ 识别 甲 基 化 的 组 蛋白 和 凝聚 染色 质 


如 同 组 蛋白 乙酰 化 的 残 基 被 含有 省 区 结构 域 (bromodomain) 的 蛋白 所 识别 ， 甲 基 
化 的 残 基 结 合 含 省 区 结构 域 的 蛋白 (图 7-40) 。 一 个 这 样 的 蛋白 就 是 果 蝇 蛋白 HP1， 是 
该 生物 体 中 沉默 异 染色 质 的 一 个 组 分 。 

ΗΡΙ 和 焦 日 与 含有 甲 基 化 的 组 蛋白 H3 的 经 修饰 的 染色 质 相 互 作 用 。 这 个 特定 的 修 
Wize HA Su (Var) 3-9 (一 个 所 谓 花 斑 化 (variegation〉 的 抑制 子 ) 编码 的 一 个 酶 产生 
的 。 伦 斑 化 在 某 些 情况 中 当 一 个 基因 被 转移 到 一 个 异 染色 质 区域 时 可 见 。 那 个 基因 不 是 
在 所 有 细胞 所 有 时 间 都 沉默 着 ， 而 是 在 沉默 和 表达 状态 间 明 显 地 随机 跳 来 跳 去 ， 在 某 些 
细胞 中 “开局 ”， 而 在 其 他 细胞 中 “关闭 ”。 花 斑 化 在 所 谓 的 white 基因 尤其 明显 ， 该 基 
因 负 责成 蝇 眼 睛 正常 的 红色 色素 化 。 这 些 基因 被 称 为 white (白色 ) 是 因为 突变 表 型 是 
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日 眼 (第 2251). “SRA BIR IR, white 基因 的 表达 变 成 “ 花 斑 化 >， 产 生 的 眼睛 
AEA ZC. Su (Var) 3-9 基因 的 突变 抑制 了 这 种 花 斑 化 ， 产 生 的 眼睛 有 着 更 统 
一 的 红色 ; 在 那么 多 细胞 里 ，white 基因 的 表达 不 再 沉默 了 。Su (Var) 3-9 蛋白 是 一 个 
组 集 日 H3 Lys-9 甲 基 转 移 酶 。 通 过 目前 还 不 明白 的 机 制 ， 它 在 组 蛋白 H3 尾 上 加 上 甲 
基 基 团 。 这 个 修饰 对 ΗΡΙ 蛋白 的 结合 是 必 不 可 少 的 ，HP1 蛋白 随后 参与 异 染色 质 的 凝 
聚 过 程 。Su (Var) 3-9 被 认为 还 可 以 由 序列 特异 的 DNA 2“ Ώ fe AS GRR ἐ 
质 ， 因 而 导致 由 ΗΡΙ 介 导 的 基因 特异 的 组 蛋白 甲 基 化 和 转录 抑制 。 

我 们 已 经 看 到 单一 种 类 的 修饰 如 何 能 参与 到 基因 调控 中 。 但 是 当 多 种 类 型 的 修饰 在 同 
一 个 基因 上 发 生 会 怎样 呢 ? 它们 的 效应 如 何 相互 作用 ? 有 人 提议 复杂 模式 的 修饰 按 “ 组 蛋 
密码 ”来 操作 。 各 种 组 蛋白 修饰 间 的 相互 作用 和 组 蛋白 密码 的 概念 在 框 17-4 中 描述 。 


60. 第 17 章 真 核 生 物 的 基因 调控 
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在 哺乳 动物 中 ， DNA 甲 基 化 与 沉默 状态 的 基因 有 关 


有 些 哺 乳 动物 基因 由 于 其 邻近 DNA 序列 的 甲 基 化 而 处 于 沉默 状态 (我 们 现在 谈论 
DNA 甲 基 化 ， 而 非 组 蛋白 甲 基 化 )。 事 实 上 ， 哺乳 动物 基因 组 上 大 段 的 区 域 正 是 通过 这 
种 方式 被 标记 的 ， 并 且 DNA 甲 基 化 通常 出 现在 异 染 色 质 区 域 。 这 是 因为 甲 基 化 的 序列 
ή & DNA 结合 蛋白 (如 MeCP2) 识别 。DNA 结合 蛋白 可 以 募集 组 蛋白 脱 乙 栈 酶 和 组 
焦 日 甲 基 化 酶 ， 而 这 两 种 酶 可 以 修饰 邻近 的 染色 质 。 因 此 ，DNA 甲 基 化 可 以 标记 随后 

异 染 色 质 形成 的 位 点 (图 17-29). 

DNA 甲 基 化 在 一 种 被 称 为 印记 (imprinting〉 的 现象 中 处 于 核心 地 位 。 在 一 个 二 倍 
体 细胞 中 ， 多 数 基因 只 有 两 份 拷贝 。 其 中 一 条 染色 体 上 的 一 份 拷贝 来 自 父 方 ， ; 
对 应 染色 体 上 的 拷贝 来 自 母 方 。 在 多 数 情况 中 ， 两 个 等 位 基因 表达 水 平 具 有 可 比 性 。 

并 不 奇怪 : 它们 携带 同样 的 调控 序列 ， 而 且 处 于 同样 的 调控 子 中 ; 它们 在 两 条 poate 
的 染色 体 中 也 位 于 相应 的 区 域 。 但 在 少数 情况 下 ， 只 有 其 中 一 份 拷贝 的 基因 表达 ， 和 而 另 
一 份 捞 贝 处 于 沉默 状态 。 

两 个 研究 的 比较 透彻 的 例子 是 人 Η19 基因 和 胰岛 素 类 似 生长 因子 2 (Igf2) 基因 

(图 17-26)。 这 两 个 基因 位 于 人 类 第 11 号 染色 体 上 相互 邻近 的 位 置 。 在 某 一 特定 的 细胞 
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图 17-25 DNA 甲 基 化 与 组 蛋白 修饰 关闭 基因 的 表达 。 在 未 修饰 状态 ， 活 化 子 和 转录 机 器 存在 时 ， 哺乳 动物 基 
内 可 以 很 容易 在 表达 状态 和 非 表 达 状 态 之 间 转 换 ， 如 顶 行 所 显示 。 在 这 种 状态 下 ， 表达 从 来 不 是 被 完全 关闭 ， 
而 外 具有 渗透 性 。 通 常 这 并 不 是 最 好 的 状态 ， 有 时 基因 必须 被 完全 关闭 ， 偶 尔 被 永久 性 的 关闭 。 这 是 通过 DNA 
的 甲 基 化 和 局 部 核 小 体 的 修饰 来 实现 的 。 因 此 ， 当 某 基因 不 被 表达 时 ，DNA 甲 基 转 移 酶 (一 种 甲 基 化 酶 ) 可 以 
接近 并 甲 基 化 启动 子 序列 、 基 因 自 身 和 上 游 活化 子 结合 位 点 序列 内 部 的 胞 喀 啶 。 甲 基 基 团 被 加 到 胞 喀 啶 环 的 5 
位 置 上 ， 生 成 5 - 甲 基 胞 喀 啶 〈 第 6 章 ) 。 有 的 情况 下 ， 这 种 修饰 自身 能 破坏 转录 机 器 以 及 活化 子 与 基因 的 结合 。 
但 是 它 也 可 以 增强 其 他 可 以 识别 含 甲 基 胞 喀 啶 的 DNA 的 蛋白 (如 MeCP2) 的 结合 。 这 些 蛋 日 质 进而 又 可 以 募 
集 茶 些 可 以 重 塑 和 修饰 局 部 核 小 体 的 复合 物 ， 从 而 完全 关闭 基因 的 表达 。 


a 来 目 母 亲 的 染色 体 
ΟΤΟΕ X 


Igf2 ΟΕΕ | 


17-26 印记 。 这 里 显示 的 是 由 印记 所 控制 的 两 个 基因 一 一 哺乳 动物 Tg 户 基因 和 
H19 基因 。 如 文中 所 述 ， 在 某 一 个 特定 的 细胞 中 ， 只 有 母 本 染色 体 上 的 ΗΙο 基因 
表达 ,而 Ig f2 只 从 父 本 染色 体 上 的 基因 表达 。 绝 缘 子 元 件 的 甲 基 化 状态 决定 了 
ICR GHA (CTCF) 是 否 可 以 结合 进而 阻 断 H19 基因 被 下 游 的 增强 子 所 激活 . 
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中 ,一 份 拷 贝 的 H19 基因 (位 于 母 方 来 源 的 染色 体 上 〉 表达， 而 另 一 份 拷贝 的 基因 
(位 于 来 目 父 方 的 染色 体 上 )〉 则 被 关闭 。Igf2 基因 则 正 相 反 一 一 来 自 父 方 的 拷贝 开启 ， 
MÆ A EEA ANS DL MI Se 

有 两 个 调控 序列 对 于 上 述 两 个 基因 差异 性 的 表达 起 关键 作用 : 一 个 增强 子 序列 (位 
F H19 基因 的 下 游 ) 以 及 一 个 绝缘 子 序列 ( 称 做 印记 控制 区 [ICR，Imprinting Con- 
trol region], [ΠΠ H19 和 Igf2 基因 中 间 )。 理 论 上 ， 该 增强 子 〈 当 与 活化 子 结合 后 ) 
可 以 激活 其 中 任何 一 个 基因 。 但 是 它 为 什么 仅仅 活化 母 本 染色 体 上 的 H19 基因 和 父 本 
染色 体 上 的 Igf2 基因 呢 ? 答案 在 于 ICR 及 其 甲 基 化 状态 。 增 强 子 不 能 激活 母 本 染色 体 
上 的 Igf2 基因 ， 是 因为 在 该 染色 体 上 ICR 与 一 种 叫做 CTCF 的 和 蛋白质 结 合 。CTCF 阻 
断 活 化 子 在 增强 子 序 列 处 激活 Ig f2 基因 。 反 之 ， 在 父 本 染色 体 上 ，ICR 元 件 和 H19 启 
动 子 均 被 甲 基 化 。 在 这 种 状态 ， 转 录 机 器 不 能 与 ΗΙ9 启动 子 结 合 ， 而 且 CTCF 不 能 与 
ICR 绪 合 。 结 果 ， 增 强 子 此 时 可 以 激活 Igf2 基因 。 在 父 本 染色 体 上 ， 通 过 MeCP2 与 
甲 基 化 的 ICR 结合 ，H19 基因 被 进一步 抑制 。 同 前 ， 这 种 作用 可 以 募集 脱 乙酰 化 酶 ， 
而 后 者 又 抑制 了 H19 启动 子 。 


基因 表达 的 epi 遗传 调控 


ME 17-5 描述 了 抑制 丧失 导致 人 类 疾病 的 2 个 例子 。 一 个 涉及 MeCP2， 另 一 个 涉及 
印记 缺损 。 
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基因 表达 的 模式 有 时 必须 得 到 继承 。 在 发 育 中 一 个 细胞 释放 的 信号 导致 邻近 细胞 开 
局 特异 的 基因 。 这 些 基 因 也 许 不 得 不 在 这 些 细胞 的 许多 代 内 都 保持 开启 ， 即 使 诱导 它们 
开局 的 信号 只 瞬间 存在 。 在 同时 缺乏 突变 和 起 始 信和 号 的 情况 下 ， 基 因 表 达 模 式 的 继承 称 
为 表 观 遗传 Cepigenetic) 调控 。 

本 之 相反 的 是 我 们 已 经 讨论 过 的 某 些 基因 调控 例子 。 如 果 一 个 基因 由 一 个 活化 子 控 
制 ， 而 且 那 个 活化 子 是 在 一 个 特定 的 信和 号 存在 时 才 有 活性 ， 那 么 ， 只 要 信和 号 还 存在 ， 基 
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因 就 会 保持 开启 。 事 实 上 ， 在 正常 的 条 件 ，E. Coli 的 lac 基因 只 在 有 乳糖 存在 而 葡萄 糖 
缺乏 的 时 候 才 表达 。 同 样 的， 酵母 的 GAL 基因 只 在 葡萄 糖 缺 乏 而 半 乳 糖 存在 时 才 表 
达 ， 人 类 8B 干 扰 素 只 在 细胞 被 病毒 感染 刺激 时 才 制 造 。 


基因 表达 的 某 些 状态 跨越 细胞 分 裂 得 以 继承 ， 即 使 起 始 信 号 不 再 存在 


我 们 已 经 遇 到 过 基因 调控 可 以 被 表 观 遗传 继承 的 例子 。 考 察 一 个 哈 菌 体 \ 深 源 菌 的 
维持 “〈 第 16 章 )。 在 溶 源 菌 中 ,噬菌体 在 细菌 宿主 细胞 内 处 于 休 卢 状态。 这 个 状态 与 基 
因 表 达 的 一 个 特异 模式 相关 ， 尤 其 是 与 、 抑制 子 蛋 白 的 持续 表达 相关 (图 16-26). 

溶 源 性 基因 表达 是 在 一 个 感染 细胞 中 应 答 贫 竣 的 生长 条 件 而 建立 起 来 的 。 然 而 ， 一 
旦 建立 ， 溶 源 性 状态 就 稳定 地 维持 ， 尽 管 生长 条 件 有 所 改善 ， 将 溶 源 菌 转移 到 富 含 营养 
的 生长 培养 基 并 不 会 导致 诱导 作用 。 事 实 上 ， 诱导 基本 上 从 不 发 生 ， 直到 接收 到 一 个 合 
适 的 诱导 信号 (如 UV 光照 )。 

浴 源 性 状态 跨越 细胞 分 裂 得 以 维持 便 是 表 观 遗传 调控 的 一 个 例子 。 这 个 表 观 遗传 控 
制 源 目 于 一 个 抑制 子 合成 的 两 步 策略 。 第 一 步 ， 抑 制 子 合成 通过 活化 子 CI (其 对 生长 
条 件 敏 感 ) 对 抑制 子 (Cl) 的 激活 而 建立 。 第 二 步 ， 抑 制 子 合成 通过 自动 调控 得 以 维 
持 : 抑制 子 激活 自身 基因 的 表达 (图 16-30)。 通 过 这 条 途径 ， 当 溶 源 性 细胞 分 裂 时 ， 
每 个 子 细胞 继承 了 一 个 拷贝 的 处 于 休眠 状态 的 噬菌体 基因 组 和 一 些 抑制 子 蛋白 。 这 些 抑 
制 子 足 以 在 每 个 细胞 中 从 鸣 菌 体 基因 组 上 刺激 进一步 的 抑制 子 合成 〈 图 17-27)。 在 多 
细胞 生物 体 的 发 育 过 程 中 许多 基因 调控 就 是 用 这 种 方式 工作 的 。 我 们 将 在 第 19 章 看 到 
一 些 例 子 。 


) 抑 制 子 1x Milt 


à 1/2X 抑 制 子 


1 
;1X 抑 制 子 


图 17-27 溶 源 性 状态 维持 的 表 观 遗传 控制 。 
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万 一 个 著名 的 表 观 遗传 调控 的 机 制 源 于 DNA 甲 基 化 ， 在 对 印记 的 描述 中 我 们 见 过 
这 样 一 个 例子 。DNA 甲 基 化 轻易 跨越 细胞 分 裂 继承 下 来 ， 如 图 17-28 所 示 。 如 此 ， 基 
些 特定 的 DNA 甲 基 化 酶 可 以 低频 地 甲 基 化 先前 未 修饰 的 DNA; 但 是 所 谓 的 维持 甲 基 
1Ο (maintenance methylases) 极其 有 效 地 修饰 半 甲 基 化 的 DNA ( 即 完 全 甲 基 化 的 
DNA 经 复制 后 提供 的 那个 底 物 ) 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ，DNA 甲 基 化 可 能 是 沉默 的 基因 
组 区 域 的 主要 标记 。DNA 复制 后 ， 在 两 个 子 细胞 中 的 半 甲 基 化 位 点 被 重新 甲 基 化 。 它 
们 随后 可 以 被 抑制 子 MeCP2 所 识别 ， 然 后 后 者 募集 组 蛋白 脱 乙酰 酶 和 甲 基 化 酶 ， 重 新 
建立 沉默 (KI 17-25). 


未 甲 基 化 的 胞 喀 啶 
ς’ 6 Τατ ΠΝ Gere ane 3’ 


未 被 维持 
甲 基 化 酶 识别 。 维持 甲 基 化 酶 


a he pp re 
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17-28 DNA 甲 基 化 模式 可 以 通过 细胞 分 裂 得 以 维持 。 如 图 17-25 im, BHM HER Ie IAN DNA 可 以 
锌 甲 基 化 ， 进 而 该 基因 的 表达 被 关闭 。 这 种 初始 的 甲 基 化 由 原 位 (de novo) 甲 基 化 酶 执行 。 为 了 使 某 个 处 于 关 
闭 状态 的 基因 永远 关闭 ， 甲 基 化 状态 必须 通过 细胞 分 裂 得 以 遗传 。 此 图 显示 了 这 是 如 何 实现 的 。 图 中 显示 的 
DNA 序列 含有 两 个 胞 喀 啶 , 分别 位 于 两 条 DNA 链 上 ， 其 中 一 个 胞 喀 啶 已 被 甲 基 化 ， 为 一 个 则 没有 。 这 种 模式 
在 细胞 分 裂 中 得 以 维持 ， 因 为 一 旦 DNA 被 复制 ， 一 种 维持 性 的 甲 基 化 酶 识别 半 甲 基 化 的 DNA, 随后 向 其 中 的 
未 被 甲 基 化 的 胞 喀 啶 上 加 上 甲 基 基 团 。 完 全 未 被 甲 基 化 的 序列 则 不 能 被 该 酶 识别 ， 仍然 保持 非 甲 基 化 状态 。 所 
以 ， 两 个 子 DNA 双 螺 旋 链 的 甲 基 化 模式 最 终 与 母 链 相同 。 (来 源 : Adapted, with permission from Alberts B. et 
al. 2002. Molecular biology of the cell, 4th edition, p. 431, Fig. 7-81.© Garland science/Taylor ὃ: 
Francis LLC. ) 


核 小 体 修饰 在 理论 上 可 以 为 表 观 遗传 的 继承 提供 基础 ， 尽 管 还 没有 发 现 这 样 的 例 
于 。 考 察 补 一段 甲 基 化 的 组 蛋白 关闭 的 一 个 基因 。 当 染色 体 的 那个 区 域 在 细胞 分 裂 过 程 
中 被 复制 ,来自 父 本 DNA 分 子 的 甲 基 化 组 蛋白 最 后 在 两 个 子 代 双 链 体 间 均匀 分 布 (图 
/42)， 于 征 每 个 子 代 分 子 携带 一 些 甲 基 化 的 和 一 些 非 甲 基 化 的 核 小 体 。 甲 基 化 的 核 小 
体 可 以 募集 带 有 染色 质 结构 域 的 蛋白 ， 包 括 组 蛋白 甲 基 化 酶 本 身 ， 它 随后 可 以 甲 基 化 邻 
近 的 非 修饰 的 核 小 体 。 这 样 ， 使 用 达到 扩散 的 同样 策略 ， 染 色 质 修饰 的 状态 得 以 跨越 几 
代 而 维持 下 米 。 尽 管 这 是 一 个 吸引 人 的 模型 ， 还 要 看 看 在 缺乏 DNA 甲 基 化 、DNA 结 
全 蛋白、 或 调控 RNA 时 是 如 何 工 作 的 。 

TENE 17-6 展示 的 转录 因子 在 决定 基因 表达 模式 的 威力 的 最 后 一 个 例子 中 ， 我 们 将 
摘 述 最 近 的 一 些 实验 ，4 个 转录 因子 将 一 个 体 细胞 转变 成 多 能 态 。 
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小 结 


如 来 不 考虑 生物 体 中 那些 可 以 被 调控 的 附加 步骤 ， 那 么 就 如 同 在 细菌 中 一 样 ， 转 录 
起 始 步 又 是 真 核 生物 基因 表达 中 最 频繁 被 调控 的 步 又 。 也 和 在 细菌 中 一 样 ， 转 录 起 始 步 
号 典型 的 是 通过 和 蛋白质 来 调控 的 ， 这 些 蛋 白质 结合 在 特定 的 靠近 基因 的 DNA 序列 上 ， 
并 能 够 使 基因 或 者 开启 (活化 子 ) 或 者 关闭 (抑制 子 )。 尽 管 真 核 生物 基因 ， 存 在 原核 
生物 中 没有 的 在 构造 和 转录 上 的 复杂 度 (下 面 会 总 结 )， 但 这 些 调 控 机 制 的 保守 性 还 是 
被 保留 下 来 了 。 

核 小 体 及 其 修饰 。 真 核 细 胞 中 的 DNA 被 组 蛋白 缠绕 而 形成 了 核 小 体 。 因 此 ， 转 录 
机 从 和 调控 重 日 所 结合 的 DNA 序列 在 许多 时 候 都 被 遮 荐 了。 修饰 组 蛋白 的 酶 ， 通 过 增 
加 《或 移 除 ) 小 的 化 学 基 团 ， 在 以 下 两 个 方面 改变 了 组 蛋白 : 它们 改变 了 核 小 体 被 包裹 
的 紧密 度 (因此 也 改变 了 核 小 体 中 的 DNA 的 可 接近 性 ); 另外 它们 形成 (或 消除 ) 了 
其 他 参与 基因 转录 的 蛋白 质 的 结合 位 点 。 其 他 酶 “ 重 塑 ”了 核 小 体 ; 它们 利用 从 ΑΤΡ 
水 解 中 得 到 的 能 量 来 移动 周围 的 核 小 体 ， 影 响 哪些 序列 被 暴露 出 来 。 

许多 的 调控 子 和 更 远 的 调控 距离 。 与 对 应 的 细菌 相 比 较 ， 多 细胞 真 核 生物 的 基因 受 
控 于 更 多 的 调控 蛋白 ， 一 些 蛋 白质 结合 的 位 置 与 基因 相距 其 远 。 这 反映 出 在 多 细胞 生物 
中 更 多 数量 的 生理 信号 参与 了 控制 一 个 典型 基因 。 

复杂 精致 的 转录 机 制 。RNA 聚合 酶 在 细菌 和 真 核 生 物 中 非常 保守 (第 12 章 )。 但 是 
呐 核 生物 的 酶 类 含有 更 多 的 亚 基 ， 而 且 在 典型 的 真 核 生 物 启 动 子 上 除了 聚合 酶 还 结合 有 大 
约 50 个 额外 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 中 有 很 多 是 以 大 的 蛋白 质 复合 体形 式 结合 到 启动 子 上 。 
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在 其 核 生物 中 ， 就 如 我 们 在 细菌 中 所 看 到 的 ， 活 化 子 主要 通过 募集 来 工作 。 在 这 些 
生物 体 中 ， 活 化 子 并 不 直接 地 或 单独 地 募集 聚合 酶 。 它 们 募集 其 他 启动 某 一 特定 基因 的 
转录 需要 的 蛋白 复合 体 。RNA 聚合 酶 本 身 就 是 伴随 着 其 他 的 这 类 复合 体 而 被 带 和 人 的。 
活化 子 也 能 够 募集 组 蛋白 修饰 酶 ， 而 这 些 修饰 产生 的 影响 可 以 帮助 转录 机 器 结合 到 启动 
于 上 或 起 始 有 效 的 转录 。 

活化 子 能 够 和 转录 机 器 或 核糖 体 修饰 子 的 众多 组 分 中 的 一 个 或 更 多 个 组 分 相互 作 
Al. 例如，Gal4 募集 中 介 和 蛋白 ，SAGA 和 TFID。 其 他 例子 中 ， 有 效 起 始 或 延伸 所 需 
的 因子 可 能 在 聚合 酶 结合 后 还 需要 它们 也 可 以 由 活化 子 来 募集 。 这 解释 了 它们 如 何在 大 
数量 、 多 种 结合 方式 下 如 此 轻易 地 运作 ， 也 说 明了 它们 在 我 们 所 知 的 信和 号 整合 及 组 合 控 
制 上 的 广泛 运用 ， 特 别 是 在 多 细胞 生物 体 中 。 

一 些 活化 于 从 距离 基因 很 远 的 位 置 发 挥 作 用 ， 这 需要 在 它们 的 结合 位 点 和 启动 子 间 
的 DNA 形成 环 状 突起 。 环 是 如 何 跨越 在 一 些 情况 中 非常 远 的 距离 ， 而 形成 仍 不 清晰 ， 
但 是 可 能 涉及 活化 子 结合 位 点 和 启动 子 间 的 染色 质 的 结构 改变 ， 使 得 那 两 个 元 件 靠 近 。 
锌 称 为 绝缘 子 的 DNA 序列 结合 在 蛋白 质 上 ， 该 蛋白 质 干扰 限制 了 远 距 离 增强 子 上 的 活 
化 于 与 其 局 动 子 间 的 相互 作用 。 这 些 绝缘 子 可 以 通过 抑制 那些 使 环 化 更 容易 的 机 制 ( 如 
改变 染色 质 结构 ) 来 发 挥 作用 。 绝 缘 子 确保 了 活化 子 只 对 正确 的 基因 产生 效应 。 

只 核 抑制 子 通过 各 种 途径 工作 ， 就 如 它们 在 细菌 中 一 样 。 然 而 ， 细 菌 中 可 见 的 最 简 
早 和 最 普通 的 机 制 是 抑制 子 结合 到 与 启动 子 重 番 的 位 点 上 ,从 而 阻碍 ΕΝΑ 聚合 酶 的 结 
合 。 此 机 制 并 不 常见 于 真 核 生物 。 最 普通 的 是 ， 真 核 抑 制 子 通过 募集 可 降低 转录 水 平 的 
组 集 日 修饰 物 的 途径 来 工作 。 举 个 例子 ， 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 通常 都 与 活化 关联 ， 而 组 
集 日 脱 乙酰 酶 一 一 作为 一 种 能 够 去 除 乙酰 基 团 的 酶 ， 在 这 里 产生 抑制 基因 的 效应 。 

在 攻 些 时 候 ， 核 小 体 中 一 大 段 DNA 部 分 能 够 通过 适当 的 核 小 体 修饰 而 被 保留 在 相 
对 惰性 的 状态 ,最 显著 的 修饰 就 是 去 乙酰 作用 和 甲 基 化 。 用 这 种 方法 ， 一 组 基因 将 能 够 
保持 在 “沉默 ”状态 而 不 需要 在 每 个 独立 的 基因 上 都 有 专 有 的 抑制 子 。 该 状态 一 旦 被 建 
立 就 可 以 维持 下 去 ， 因 为 修饰 酶 自身 经 常 优先 被 募集 到 在 该 状态 下 的 核 小 体 中 。 从 而 ， 
修饰 状态 募集 了 酶 ， 而 该 酶 产生 了 那个 特定 的 修饰 状态 。 这 意味 着 一 旦 启动 ， 沉 默 状态 
能 够 相当 容易 地 被 延续 和 传承 。 

企 东 些 真 核 生物 体 中 ， 如 哺乳 动物 ， 沉 默 基 因 也 和 甲 基 化 的 DNA 相关 联 。 甲 基 化 
的 序列 可 以 阻碍 转录 机 器 与 活化 子 的 结合 ,或 特异 地 结合 一 类 抑制 子 ， 后 者 募集 组 蛋白 
修饰 酶 来 抑制 邻近 的 基因 。DNA 甲 基 化 在 细胞 分 裂 过 程 中 可 以 保持 (在 既 没 有 突变 也 
没有 起 始 该 模式 的 信号 存在 的 情况 下 ) ， 也 就 保持 了 被 那些 甲 基 化 控制 的 基因 表达 模式 。 

如 条 一 个 基因 的 表达 在 细胞 分 裂 过 程 中 的 某 些 阶段 被 保持 ， 就 被 称 为 表 观 遗传 。 有 各 
种 机 制 使 之 实现 。X 溶 源 体 的 继承 就 是 一 个 例子 (依靠 从 启动 子 起 始 表 达 一 个 抑制 子 ， 随 
后 表达 变 成 目 持 的 )。DNA 甲 基 化 会 影响 基因 表达 ， 且 容易 继承 ， 如 我 们 已 经 看 到 的 。 通 
过 使 用 组 各 日 修饰 的 表 观 遗产 通常 作为 一 种 可 能 性 被 讨论 ， 但 它们 在 没有 DNA 结合 蛋 
日 、 调 探 重 日 、 或 DNA 甲 基 化 参与 的 情况 下 发 挥 这 个 作用 的 程度 仍然 不 清楚 。 


( 张 清润 $ 刘 国 振 AMR 刘斌 R) 
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本 音 概 要 前 两 章 中 ， 我 们 讨论 了 原核 生物 和 真 


核 生 物 的 转录 调控 。 我 们 知道 这 一 调控 是 
细菌 中 ΕΝΑ 介 导 的 调控 通过 调控 和 蛋白， 尤其 是 序列 特异 性 DNA 


箔 合 借 日 来 进行 的 。 这 些 蛋 白质 能 够 激活 
或 抑制 其 附近 基因 的 转录 。 大 约 50 年 前 ， 
Francois Jacob 和 Jacques Monod 提出 了 
他 们 的 抑制 子 模 型 ΟΕ 16-2) ， 由 此 开始 


RNA 干扰 是 真 核 生 物 的 主要 调控 机 制 


miRNA 分 子 的 合成 与 功能 了 基因 调控 的 详细 机 制 的 研究 。 而 那 时 ， 
他 们 不 能 告诉 我 们 反 式 因子 (trans fac- 

RNAi 的 进化 和 应 用 tor), BIW h F (repressor)， 究 竟 是 蛋 

9 日 质 还 是 RNA。 我 们 得 知 ， 他 们 所 研究 

调控 RNA 与 X 染 色 体 灭 活 的 ， 实 际 上 还 有 很 多 其 他 研究 者 所 研究 的 


过 结合 到 DNA 的 操纵 子 (operator) 位 置 上 而 起 作用 。 但 是 ， 在 他 们 的 原文 中 ， 他 们 
径 匈 地 相信 这 些 调控 因子 可 能 是 RNA 分 子 一 一 他 们 的 确 更 倾向 于 这 种 可 能 性 。 κ 

随 看 越 来 越 多 的 蛋白质 调控 因子 在 原核 和 真 核 生 物 中 被 发 现 ，RNA 分 子 可 能 是 调 
控 因 于 这 一 观点 几乎 被 遗忘 。 但 在 近 几 年 ，RNA 调控 子 的 研究 获得 了 新 的 突破 。 尤 其 
在 真 核 生 物 中 ，RNA 分 子 被 发 现 能 够 在 转录 水 平 尤 其 是 在 翻译 水 平 上 发 挥 调控 作用 。 
这 一 新 全 究 领域 源 于 如 下 两 点 发 现 : 最 先 报道 于 20 世纪 90 年 代 初 的 小 RNA (microR- 
NA) 的 有 发现， 和 90 年 代 末 RNA 干扰 CRNA interference) 现象 的 发 现 。 在 描述 这 种 
新 的 调控 形式 之 前 ， 包 括 它 们 是 如 何 作用 以 及 能 给 研究 者 带 来 何 种 应 用 价值 ， 我 们 先 来 
考虑 最 先 在 细菌 中 发 现 的 ΕΝΑ 介 导 的 基因 调控 。 


细 丙 中 RNA 介 导 的 调控 


小 RNA 存在 于 原核 生物 之 中 在 多 年 前 就 已 成 为 一 个 不 争 的 事实 。 这 些 RNA, 
其 中 一 部 分 参与 质粒 的 复制 调控 过 程 ， 另 一 部 分 则 与 基因 表达 调控 相关 (参看 第 
11 EPAR Tn10 的 讨论 ) 。 对 于 后 者 ， 它 们 有 些 能 够 参与 转录 调控 过 程 ， 如 E. 
coli 的 6S RNA。 通 过 结合 到 RNA 聚合 酶 的 c" 亚 基 上 ，6S ΕΝΑ 能 够 下 调 大 多 数 
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o 局 动 子 控制 的 转录 。 细 菌 处 于 静止 期 时 (营养 物质 耗 尽 时 ， 细 菌 进入 一 个 特殊 
的 生长 阶段 ， 此 时 细胞 停止 分 裂 ， 详 见 第 22 章 )，6S RNA 保持 很 高 的 浓度 。 静 止 
ar AAA COAL. σ᾽. CATS o" 竞 争 与 核心 聚合 酶 的 结合 ， 并 引 
隆 聚 合 酶 到 达 特 定 的 启动 子 ， 促 进 许 多 压力 应 答 性 基因 的 表达 ， 使 细菌 能 在 静止 期 
仔 活 。 通 过 下 调 o "启动 子 的 转录 ，6S RNA 有 助 于 转 而 表达 o" 启 动 子 调控 的 基因 
的 表达 ο 

近年 来 ， 研 究 的 焦点 转移 到 另 一 组 细菌 的 小 RNA 分 子 上 。 这 些小 RNA 分 子 能 够 
Val mRNA 翻译 和 降解 。 由 于 它们 与 真 核 生物 中 调控 基因 表达 的 RNA (包括 小 分 子 干 
扰 RNA 和 microRNA， 我 们 将 会 在 本 章 第 二 部 分 讨论 ) 相似 ， 人 们 对 这 种 小 RNA 研 
究 的 兴趣 进一步 高 涨 。 与 真 核 生物 的 调控 RNA (长 21~30 BAM) 相 比 ， 细 菌 小 
RNA 要 大 得 多 ( 称 为 sSRNA, K 80 一 110 核 苷 酸 ) ， 并 且 是 由 小 基因 直接 编码 形成 其 最 
终 产物 ， 而 不 是 像 真 核 生 物 RNA 调控 子 那样 ， 是 通过 大 分 子 双 链 RNA 的 前 体 加 工 而 
形成 的 。 很 多 这 些 基 因 已 通过 生物 信息 学 被 鉴定 。 在 Ε. coli PAA 100 个 ， 其 中 十 来 
个 sRNA 的 特性 已 经 被 阐述 。 大 多 数 SRNA ἘΙΜΙ mRNA 的 互补 序列 碱 基 配对 而 引导 其 
降解 从 而 抑制 翻译 ， 但 在 一 些 特殊 例子 中 反而 能 刺激 翻译 。 

在 大 多 数 情 况 下 ， 细 菌 Hfq 蛋白 辅助 SRNA 结合 到 靶 mRNA 上 。 这 些 RNA (448 
证 不 可 或 缺 的 。 由 于 sRNA 和 靶 mRNA 之 间 的 互补 很 不 完全 ， 且 互补 的 序列 很 短 ， 因 
此 它们 之 间 的 相互 作用 较 弱 。Hfq 有 助 于 碱 基 配 对 ， 并 且 在 sRNA ΕΠ mRNA 配对 之 
HU,» Hfq 先 与 SRNA 结合 ， 从 而 提高 了 这 些 调控 因子 的 稳定 性 。 

大 肠 杆菌 中 人 研究 得 较为 深入 的 SRNA 是 长 81 “ΕΗ ΚΕΙ SRNA (RybB RNA). 该 
SRNA 能 够 与 好 几 个 靶 mRNA 结合 而 引发 其 降解 ， 因 为 配对 形成 的 异 源 双 链 核酸 分 子 
能 被 核酸 酶 RNase EE 识别 并 当成 底 物 。 与 RybB 作用 的 靶 mRNA， 大 多 数 是 编码 贮 铁 
重 日 的 。 在 特定 环境 中 ， 游 离 铁 离子 是 细胞 所 必需 的 。 但 是 ， 高 浓度 的 铁 离子 则 是 有 毒 
的 。RybB 通过 调控 贮 铁 蛋白 的 水 平 ， 在 细胞 中 起 到 调节 铁 离 子 浓度 的 作用 。 调 控 
RybB 表达 到 局 动 子 会 被 一 种 特异 的 o 因子 〈 称 为 E) 识别 。 同 cs 一 样 ，cE 也 是 一 种 
EIME o 因子 。 编 码 σ᾽ 的 基因 表达 受 RybB 自身 调控 ， 所 以 这 种 «ΕΝΑ 是 σ 自身 负 
调控 环 (autonegative regulatory loop) 的 组 成 部 分 。 

如 上 所 述 ， 静 止 期 o 因子 cs 由 E. coli 的 rpoS 基因 所 编码 。rpoS mRNA 翻译 过 
程 受 两 种 SRNA 调节 : DsrA 和 RprA。 翻 译 激活 是 通过 另外 一 种 RNA 碱 基 配 对 的 开关 
机 制 来 完成 的 : 小 RNA 通过 与 mRNA 的 一 个 区 域 结 合 来 抑制 翻译 ， 否 则 该 区 域 将 会 
与 核糖 体 结合 位 点 配对 而 促进 翻译 。rzpoS 基因 也 受 其 他 小 RNA 的 负 作 用 ， 如 OxyS, 
图 18-1 显示 这 两 种 机 制 。 

我 们 将 在 本 章 的 后 半 部 分 回 过 来 讨论 那些 反 式 作用 调控 RNA (trans-acting regula- 
tory RNA)。 在 那里 我 们 会 对 它们 在 真 核 生物 基因 表达 调节 方面 的 作用 进行 讨论 。 但 在 
进入 该 主题 之 前 ， 我 们 先 剖 析 细 菌 中 基因 调控 的 另外 一 些 例子 。 这 种 调控 是 由 另外 一 种 
WSK (ας ) 的 RNA 碱 基 配 对 介 导 的 。 这 种 顺 式 调控 是 指 RNA 调控 元 件 调控 的 那些 
目 身 含有 mRNA 的 基因 的 表达 。 此 类 调控 的 典型 例子 是 那些 调控 代谢 型 操纵 子 (meta- 
bolic operon) 和 合成 型 操纵 子 衰减 (attenuation in biosynthetic operon) 的 “核糖 开 
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PAEA EESTE N EA DA AEP E EP ESS AA - 激活 
RBS 编码 序列 κ sRNA 的 配对 暴露 出 RBS 
Te 抑制 
so αμ. 
RBS 编码 序列 sRNA 的 配对 抑制 核糖 体 结合 


图 18-1 sRNA 对 翻译 的 激活 与 抑制 。RBS 代表 核糖 体 结合 位 置 ， 如 果 它 由 于 与 男 一 个 RNA 分 子 (如 b 所 
不 )， 或 者 与 同一 个 ΕΝΑ 分 子 的 另 一 个 区 域 (如 a 所 示 ) 的 碱 基 配 对 而 被 封闭 ， 翻 译 就 被 抑制 。( 引 自 Got- 
tesman S. et al. 2006. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 71; 1-11, Fig. 1.©Cold Spring Harbor 
Laboratrory Press， 经 许可 使 用 、 修 改 ) 


K” Ciboswitch), E. coli 的 trp 基因 便 是 后 一 机 制 的 经 典 例子 ，RNA 介 导 的 调控 也 
征 在 该 例子 中 首次 被 发 现 的 〈 框 18-1 中 将 详细 描述 该 例子 )。 


基因 转录 物 中 的 核糖 开关 一 一 通过 改变 二 级 结构 调控 基因 表达 


核糖 开关 是 通过 对 小 分 子 的 浓度 改变 进行 应 答 来 调控 基因 的 表达 ， 这 些 调 控 元 件 特 
开 地 存在 它们 所 调控 的 基因 的 5“- 非 翻译 区 ， 可 以 在 转录 或 翻译 水 平 调控 基因 的 表达 。 
我 们 将 会 在 下 面 讨论 到 ， 该 调控 是 通过 改变 RNA 的 二 级 结构 来 完成 的 。 

一 个 核糖 开关 都 是 由 两 部 分 组 成 的 . 适 配 体 (aptamer) 和 表达 平台 (expression 
platform) (图 18-2)。 适 配 体 与 小 分 子 配 基 (digand) A, 从 而 引起 其 构象 改变 ， 进 
而 导致 与 其 相 邻 的 表达 平台 的 二 级 结构 也 产生 了 谈 化 ， 这 种 构象 的 变化 通过 终止 基因 转 
采 或 是 抑制 翻译 的 启动 ， 改 变 了 相关 基因 的 表达 。 这 两 种 机 制 在 图 18-3 所 示 的 例子 中 
已 有 详细 说 明 ， 我 们 现在 对 此 进行 描述 。 


适 配 体 


图 18-2 核糖 开关 RNA 的 结构 。 如 正文 所 描写 的 ， 适 配 体 与 控 
制 代谢 物 结合 ， 导 致 相连 的 表达 平台 的 结构 改变 。 迄 今 鉴定 的 
适 配 体 大 小 在 70 到 200 个 核 苷 酸 之 间 变 动 ， 而 表达 平台 在 大 小 
和 特征 上 都 具有 更 大 的 不 同 。 


考 庸 置疑， 核糖 开 关 特 异地 存在 于 它 所 识别 的 代谢 配 基 合 成 相关 基因 的 上 游 . 例 
如 ， 在 枯草 杆菌 (Bacillus subtilis) 中 ， 很 多 与 甲 硫 氮 酸 代谢 有 关 的 基因 都 具有 一 个 长 
200 个 核 背 酸 的 非 翻译 前 导 RNA 序列 。 这 些 RNA 起 到 SAM ΟΕ ΠΙΑΤΟ) 感受 性 
核糖 开关 (S-adenosylmethionine-sensing riboswitch) 的 作用 。RNA 聚合 酶 在 启动 子 
上 局 动 转录 ， 并 从 这 段 前 导 序 列 中 开始 ， 然 后 进入 下 游 基 因 的 编码 序列 ， 朋 叶 序列 被 转 
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KM RNA 后 ， 它 通过 内 部 碱 基 配对 的 不 同 的 替换 方式 形成 不 同 的 结构 (图 18-3a)。 其 
中 一 种 结构 就 是 形成 柄 - 环 转 录 终 止 子 〈( 见 第 12 章 )。SAM (核糖 开关 的 配 体 ) 与 适 配 
体 结合 ， 稳 定 包 括 转 录 终 止 子 在 内 的 二 级 结构 (图 18-3a PRPS). FERRER. R 


18-3 ”核糖 开关 调控 转录 终止 或 翻译 起 始 。 图 示 SAM 感受 性 核糖 开关 的 两 
RIF: a 转录 终止 的 调控 ，b.。 翻译 起 始 的 调控 。 数 字 1 一 4 表示 RNA 编码 
区 上 游 不 同 的 序列 元 件 区 域 (以 黄色 表示 )。 没 有 SAM 时， 区 域 2 和 3 形成 柄 - 
环 ; 存在 SAM 时 ,区域 3 和 4 也 同 区 域 1 和 2 一样 都 形成 柄 - 环 。 如 图 所 示 ， 
转录 或 者 翻译 的 调控 都 是 这 种 二 级 结构 改变 的 结果 。a. 区 域 3 和 4 形成 的 柄 - 
环 产 生 了 一 个 转录 终止 子 ， 它 使 得 RNA 聚合 酶 在 转录 这 一 区 域 之 后 ， 进 入 下 
游 编码 区 域 之 前 立即 终止 转录 。 在 这 一 例子 中 ，mRNA 的 柄 - 环 后 面 是 一 串 Ὁ], 
这 是 转录 终止 子 的 另 一 个 特征 (图 12-12)。b. 图 示 ， 区 域 3 和 4 形成 的 柄 - 环 
通过 封闭 核糖 体 结合 位 点 而 阻止 了 翻译 的 起 始 。 


2η ἢ Ῥ RNA 介 陡 的 调控 » 635 。 


全 酶 在 有 机 会 转录 下 游 基 因 的 蛋白 质 编码 序列 之 前 ， 转 录 过 程 就 被 终止 。 这 种 转录 调控 
的 方式 称 为 衰减 作用 (attenuation)。 在 态 一 基因 即 另 一 情况 下 ，SAM 感受 性 核糖 开关 
FY 以 通过 幸 欣 翻译 过 程 起 作用 。 如 图 18-3b 所 示 ， 在 该 情况 下 ，SAM 结合 到 适 配 子 而 
稳定 其 蔡 换 二 级 结构 ， 这 一 二 级 结构 包含 非 转录 终止 子 的 柄 - 环 结构 ， 也 包括 一 个 核糖 
体 结合 位 点 区 域 (RBS，ribosme-binding site, K| 18-3 中 标 以 4 的 区 域 ) 。 由 SAM 引起 
的 这 一 构象 改变 ， 隔 离 了 RBS 并 且 阻 止 了 核糖 体 使 翻译 不 能 进行 。 因 此 ， 这 种 方式 的 
翻 颂 抑制 实质 上 与 前 文 描述 的 反 式 作用 sRNA (trans-acting SRNA) 作用 机 制 相同 (图 
18-1), Fl 18-4 显示 了 由 SAM 与 核糖 开关 结合 所 引起 的 RNA 二 级 结构 改变 的 细节 。 


“Β.- 

πα ς + SAM 
U= 

~ 


5 U-AGAAGCGUUAH+U 


图 18-4 SAM 感受 性 核糖 开关 二 级 结构 的 改变 。 这 里 显示 了 区 域 1 一 4 (图 18-3) 的 详尽 序列 并 用 颜色 
标 出 。 显 示 了 有 无 SAM 结合 两 种 情况 下 ， 两 个 不 同 的 二 级 结构 的 碱 基 配对 。 GE Winkler W. C. et 
al. 2003. Nat. Struct. Biol. 10; 701-707, Fig. 5b. ©Macmillan 修改 ,) 


很 多 核糖 开关 已 经 被 确认 ， 而 且 它 们 能 够 对 许多 不 同 的 代谢 物 发 生 应 答 。 这 些 配 体 
包括 赖 氨 酸 和 其 他 氨基 酸 、 维 生 素 Bl 、 辅 酶 焦 磷 酸 硫 胺 素 (coenzyme thiamine pyro- 
phosphate, TPP), 18 A AA 4% Ἡ πὲ (flavin mononucleotide, FMN) 115 πι (KI 
18-5). 

万 一 种 核糖 开关 对 空 载 URNA (uncharged tRNA) 发 生 应 答 ， 而 不 是 那些 小 分 子 
配 体 。 一 些 基因 ， 尤 其 是 氨 酰 -tRNA 合成 酶 基因 (第 14 章 ) ， 受 长 为 200 一 300 BAR 
WIENER E RNA 通过 衰减 机 制 来 调控 。 该 前 导 RNA 序列 能 够 直接 地 、 特 异性 地 与 
合成 酶 的 同类 空 载 tRNA 结合 ， 而 不 能 与 负载 tRNA (charged tRNA) 结合 。 负 载 tR- 
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B, 核糖 开关 
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图 18-5 核糖 开关 对 各 种 代谢 物 的 应 答 。 这 里 显示 了 7 种 核糖 开关 以 及 它们 感受 的 代谢 物 。( 经 许可 ， 引 自 Mandal 
M. et al. 2003. Ce 113: 557-586, Fig. ΤΑ ©Elsevier. ) 


NA 不 能 同 RNA 二 级 结构 所 提供 的 结合 域 (binding pocket) 相 适 应 。 通 过 与 空 载 tR- 
ΝΑ 结合 ， 前 导 RNA 保持 抗 终止 结构 (antitermination structure). reer 
合成 酶 基因 的 转录 得 以 继续 。 该 调控 的 特异 性 是 通过 tRNA 和 前 导 RNA 之 间 的 “密码 
πο EE 由 于 空 载 tRNA (不 是 负载 tRNA) 可 以 与 前 导 RNA 
线 合 ， 所 以 只 有 当 细胞 内 同类 氨基 酸 供应 不 足 且 空 载 tRNA 的 水 平 升 高 时 ， 转 录 通 读 
过 程 才 会 被 激活 。 

虽然 在 细 丙 中 最 为 多 见 ， 核 糖 开 关 也 已 在 其 他 生物 ， 包 括 古 菌 、 真 菌 和 植物 中 被 发 
现 。 在 一 些 高 等 生物 例子 中 ， 核 糖 开 关 甚 至 还 参与 替换 剪接 的 调控 (第 13 章 )。 壁 如 最 
近 报 道 ， 在 真菌 粗糙 脉 移 考 (Neurospora crassa) 中 鉴定 了 三 种 ΤΡΡ 适 配 体 ， 其 中 两 


细菌 中 RNA 介 时 的 调控 。637 。 


种 适 配 体 通 过 调节 RNA 剪接 而 抑制 基因 表达 ， 而 第 三 种 却 起 激活 作用 。 

两 种 RNA 二 级 结构 的 替换 所 介 导 的 衰减 作用 首先 是 在 E. coli 的 色 氮 酸 操纵 子 的 
研究 中 发 现 的 ( 框 18-1) 。 色 所 酸 操 纵 子 包括 负责 色 氮 酸 生物 合成 的 所 有 基因 。 这 些 基 
因 的 表达 ， 是 通过 感受 细胞 中 的 待 用 色 氮 酸 负载 tRNA (charged tRNA™) 的 水 平 ， 对 
细胞 中 色 须 酸 的 浓度 发 生 应 答 。 这 已 成 为 众多 相似 情况 的 一 个 例子 ， 和 细胞 中 的 待 用 氨 
基 酸 相关 联 的 衰减 作用 ， 是 氨基 酸 生物 合成 操纵 子 的 一 种 普遍 测控 机 制 。 色 氮 酸 操纵 子 
如 何 被 调控 的 研究 ， 首 次 证 明了 RNA 二 级 结构 的 替换 能 够 调控 任何 机 体 中 基因 的 
表达 。 
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RNA 干扰 是 真 核 生物 的 主要 调控 机 制 


我 们 已 讨论 了 原核 生物 中 RNA 分 子 是 如 何 调控 基因 表达 的 ， 我 们 还 讨论 了 一 些 真 核 
基因 转录 的 调控 RNA 元 件 的 例子 (第 17 章 ) ， 但 是 这 些 调控 功能 都 是 通过 结合 调控 蛋 日 
发 挥 作 用 的 CHIV 的 TAT 和 蛋白 就 是 其 中 一 例 )。 然 而 ， 现 在 已 经 清楚 ，RNA 在 真 核 生 物 
基因 调控 中 具有 更 广泛 且 难 以 预料 的 作用 。 我 们 将 在 本 节 中 冰 述 这 些 调控 的 新 模式 。 

真 核 生物 中 存在 多 种 类 型 的 很 短 的 «ΝΑ 分 子 ， 它 们 能 够 抑制 或 沉默 那些 与 其 具有 
同 源 序 列 的 基因 的 表达 ， 这 种 调控 机 制 被 称 为 RNA 干扰 CRNA inteference, RNAi). 
它 具 有 多 种 不 同 的 表现 方式 ， 有 时 抑制 mRNA 翻译 ， 在 另外 情况 下 降解 mRRNA， 其 至 
还 能 沉默 指导 mRNA 转录 的 启动 子 。 如 下 所 述 ， 这 些小 RNA 分 子 是 由 较 长 的 、 不 同 
来 源 的 双 链 RNA (dsRNA), ， 通 过 特异 性 酶 酶 切 而 产生 的 。 

至 今 尚 不 清楚 此 类 调控 RNA 的 范围 究竟 有 多 大 ， 轩 基因 沉默 的 具体 机 制 也 只 是 刚 露 
端倪 。 但 是 已 经 清楚 ， 这 些 RNA 在 从 发 育 调节 到 保护 机 体 抵御 细菌 感染 过 程 中 部 发 挥 看 
重要 的 作用 。 在 秀丽 新 小 杆 线虫 (Caenorhabditis elegans) ΜΕ: (Arabidopsis) ΓΗ, 
RNA 如 何 调 挖 发 育 过 程 已 被 研究 得 较为 清楚 (第 22 章 )。 另 外 ，RNA 干扰 技术 已 经 成 为 
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有 力 的 实验 工具 ， 成 为 研究 好 多 生物 体 “ 关 闭 ” 特定 基因 表达 的 一 种 简单 手段 。 


小 RNA 来源 广泛 ， 通 过 三 条 途径 指导 基因 沉默 
在 详细 描述 沉默 基因 的 小 RNA 的 来 源 和 功能 之 前 ， 我 们 首先 概述 这 一 类 型 的 基因 
沉默 的 发 生机 制 (图 18-6) 。 


图 18-6 RNAi 沉默 。 当 细胞 产生 或 导入 与 某 个 基因 同 源 的 dsRNA πῆ, RNAI 就 会 关闭 这 个 基因 的 
表达 。 这 一 效应 与 Dicer 酶 加 工 dsRNA 成 siRNA 和 miRNA 的 过 程 有 关 ， 万 一 个 仅 参 与 miRNA 加 工 
{ΗΕ (Drosha) 在 此 没有 显示 ， 而 将 在 后 面 描述 。siRNA 和 miRNA 以 三 种 方式 指导 一 个 称 为 RISC 
(RNA-induced silencing complex, RNA 介 导 的 沉默 复合 物 ) 的 复合 物 来 抑制 基因 攻击 并 降解 与 该 
SIRNA 同 源 的 mRNA; 干扰 这 些 mRNA 的 翻译 ， 引 导 染 色 质 修饰 酶 到 达 启 动 子 来 指导 那些 mRNA 的 
表达 。( 自 Hannon G. J. 2002. Nature 418: 244-251，Fig，5.@Macmillan 经 许可 修改 ) 


小 RNA 是 以 来 源 命 名 的 。 源 于 活体 的 双 链 RNA 前 体 的 或 人 工 制备 的 小 RNA 被 
称 为 小 分 子 干扰 RNA (small interfering RNA, siRNA). 万 一 类 调控 RNA 是 微 RNA 
(microRNA, miRNA), 后 者 是 由 细胞 内 基因 编码 的 RNA 前 体 衍 生 而 来 。 这 些 miRNA 
在 细胞 中 具有 特定 的 调控 功能 。 

siRNA 和 miRNA 都 是 由 长 RNA 分 子 经 Dicer RA EEA. Dicer 酶 是 一 种 RNase- |I| 
大 酶 (图 5-24)。 它 能 识别 并 消化 长 双 链 RNA 或 者 miRNA 前 体形 成 的 柄 - 环 结构 ( 见 下 文 )。 


miRNA 分 子 的 合成 与 功能 。641 。 


SIRNA 和 miRNA 产物 一 般 长 度 为 21 一 23 个 核 萌 酸 ， 其 产生 过 程 见 图 18-6 中 的 第 一 步 ， 

这 些小 RNA 通过 三 种 途径 来 抑制 同 源 靶 基因 的 表达 . 第 一 种 是 触发 靶 基 因 编 码 的 
mRNA 的 降解 ;第 二 种 是 抑制 mRNA 的 翻译 ; 第 三 种 是 对 靶 基 因 所 在 染色 质 进 行 修饰 
而 沉默 其 转录 。 显 而 易 见 ， 在 所 有 的 例子 中 ， 无 论 采用 哪 种 途径 ， 都 需要 很 多 相似 的 
机 条 ”。 这 个 “机 器 ” 句 括 RNA 户 叶 的 沉默 复合 物 (RNA-induced silencing complex, 
RISC). BRL siRNA 或 miRNA 之 外 ,一 个 RISC 还 含有 许多 蛋白 质 ， 包 括 Argonaute 
集 日 家 族 的 一 个 成 员 。 

无 论 是 siRNA 或 者 miRNA， 都 需要 经 过 变性 而 形成 一 条 向 导 RNA (guide RNA) 
和 一 条 搭载 RNA (passenger RNA), 。 向 导 RNA 使 RISC 具有 特异 性 ， 而 搭载 RNA 通 
HEEF. PERNA GIRA RISC) 被 引导 到 含有 与 向 导 RNA 序列 互补 的 
HE RNA E, 靶 RNA 被 降解 ， 或 其 翻译 被 抑制 。 通 常 ， 降 解 或 抑制 依赖 于 向 导 RNA 
“SHE RNA 的 配对 程度 : 假如 序列 高 度 配对 ， 靶 ΕΝΑ 将 被 降解 ， 如 果 配 对 不 全 (如 一 
些 碱 基 对 间 有 错 配 )， 翻 译 被 抑制 更 为 常见 。 在 靶 RNA 被 降解 的 情况 中 ， Argonaute 的 
催化 亚 基 负责 开始 前 切 mRNA, KE, Argonaute 经 常 被 称 做 “切片 机 ” (slicer), 
mRNA HIBS HI RK “UK”. 

RISC 也 可 以 被 引导 到 细胞 核 中 。 它 通过 调动 染色 质 修饰 蛋白 ， 汇 集 在 与 向 导 RNA 
互 种 的 靶 基 因 启 动 子 上 (图 18-6 左 侧 所 示 ) 。 该 修饰 能 够 导致 转录 沉默 (第 17 ΒΕ), {5| 
如 ， 要 沉默 裂 殖 酵母 CSchizosaccharomyces pombe ) 的 着 丝 粒 区 域 的 转录 ， 就 需要 
RNAi 机 镶 "。 在 该 例子 中 ， 着 丝 粒 区 域 被 认为 能 转录 RNA (第 7 章 )， 这 些 RNA 能 
够 同 来 自 于 同一 区 域 的 其 他 RNA 杂交 形成 dsRNA， 而 该 dsRNA 被 Dicer 识别 并 被 切 
"l, ΤΕ siRNA 能够 引导 RNAI 机 器 到 中 心 粒 区 域 ， 

RNALi 沉 上 默 的 男 外 一 个 值得 注意 的 特性 是 极其 高 效 。 因 此 ， 只 需要 很 少量 的 dsDNA 
束 足 以 引发 靶 基 因 表 达 几 乎 彻底 关闭 。RNA 依赖 RNA 聚合 酶 ( RNA-dependent RNA 
polymerase, RdRP) 是 提高 RNAi 效率 的 重要 因子 。 很 多 情况 下 ， 如 裂 殖 酵 母 着 丝 粒 
的 沉默 ，RdRP 还 是 RNAI 所 必需 的 另 一 个 酶 。 被 原先 的 siRNA 聚集 到 mRNA 上 后 ， 
RdRP 通过 合成 dsRNA， 来 放大 抑制 信号 (图 18-6 右 侧 所 示 )， 这 一 反馈 过 程 能 够 产生 
大 量 的 siRNA。 尽 管 在 哺乳 动物 细胞 中 RARP 的 存在 目前 还 肯定 ， 但 是 RNAI 高 效 性 
仍然 可 能 来 自 于 切割 的 催化 性 ， 即 每 个 RISC 可 以 切割 好 多 个 mRNA. 

因此 ， 虽然 在 本 章 的 第 一 部 分 我 们 已 看 到 许多 关于 小 分 子 RNA 如 何 通 过 反 式 作用 Gn 
trans) 调控 细菌 基因 表达 的 例子 ， 但 是 与 真 核 生物 中 这 些 RNA 的 产生 和 作用 的 机 制 完全 不 同 。 


miRNA 分 子 的 合成 与 功能 


miRNA 的 特征 性 结构 目 身 和 靳 基因 识别 


我 们 知道 ，miRNA 是 一 类 通过 RNAI 途径 来 使 基因 表达 沉默 的 调控 RNA。 事 实 
E, AIIE RNA 的 产生 和 功能 方面 来 说 ，miRNA 可 能 是 被 研究 最 彻底 的 一 种 。 如 前 
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所 述 ，miRNA 是 由 基因 组 中 较 长 的 转录 物 片 段 编码 的 。 它 们 这 种 特征 性 绪 构 ， 有 助 于 
识别 它们 ， 并 预测 可 能 受 它 们 调节 的 靶 基 因 。 

典型 的 功能 性 miRNA K 21 或 22 个 核 苷 酸 ， 其 长 度 变 化 范围 也 可 以 从 19 一 25 个 
核 车 酸 。 这 种 小 RNA 是 由 一 个 携带 有 发 夹 形 的 二 级 结构 的 长 RNA 转录 物 〈 称 为 初级 
miRNA，pri-miRNA)， 经 过 两 步 剪 切 反 应 而 产生 的 。 第 一 步 交 切 反 应 是 释放 柄 - 环 ， 
称 为 前 体 miRNA (pre-miRNA); 第 二 步 由 pre-miRNA 的 产生 成 熟 mRNA。 最 先 被 鉴 
别 ， 并 很 好 阐述 其 功能 的 miRNA 是 let7, let7 JZE C. elegans 从 幼虫 到 成 虫 转 
变 的 发 育 过 程 (第 22 51). Al 18-7 显示 的 是 /et7 的 pre-miRNA 和 一 些 其 他 的 天 然 存 
在 的 miRNA 的 结构 。 


κά... 


lin-4 RNA 
[- aru 


miR-34 


图 18-7 一 些 pre-miRNA 的 结构 (加 工 成 成 熟 的 MIRNA 之 前 ) miRNA 序列 标 为 红色 。 在 
一 些 例子 中 ， 柄 - 环 的 两 个 “ 臂 ” 都 能 产生 有 功能 的 miRNA。 在 这 些 例 子 中 ， 第 二 个 miR- 
NA 用 蓝 色 显示 一 一 壁 如 ，miR-1 (红色 ) 和 mi-RI* GEE), WR miR-34 (红色 ) 和 
miR* ( 蓝 色 )。 显 示 的 miRNA HRA FAH. lind 和 let-7 是 以 遗传 学 方法 鉴定 的 ; 而 那 
些 miR 是 以 生物 信息 学 方法 发 现 的 。 ( 自 Lim L. P. et. αἱ. 2003. Genes dev. 17: 991, 
Fig. 6. © Cold Spring Harbor Laboratory Press， 经 许可 改 绘 ) 
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RICA A, premiRNA 的 柄 - 环 结构 中 ， 只 有 一 条 “ 臂 ” 可 能 是 调控 miRNA, 4Χ 
而 ， 丛 最 近 大 量 的 例子 中 发 现 ， 这 种 结构 的 两 条 “ 臂 ” 都 产生 功能 性 miRNA， 每 一 
条 都 有 它 自己 的 一 组 靶 基 因 (图 18-7 中 用 红色 和 蓝 色 分 别 标 出 两 种 miRNA). 现在 
看 来 ， 两 条 “ 臂 ” 均 能 产生 miRNA 的 现象 是 很 普遍 的 ， premiRNA 可 由 被 转录 物 的 
任何 一 个 区 域 所 编码 : 即 它们 可 能 存在 于 转录 物 的 编码 区 ， 前 叶 区 或 者 内 含 子 中 
(图 18-8), 


编码 区 的 miRNA 前 体 
poly-A 
(AAUAAA) 
5' WHF πο" αν ΑΑΑΑ, 
终止 
密码 子 密码 子 


miRNA 前 体位 于 编码 和 蛋白质 的 mRNA 前 体 的 内 含 子 中 G90 


3 ΚΣ αἱ 
on ‘ay 全 oe 
ὧν Se Se 
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«5: ΕΣ δα 
/ 3 AAAA 
5 F μα μμ RRR EE ο μμ κ 0 n 


AAAA, 


图 18-8 RNA 的 内 含 子 和 外 显 子 都 可 以 为 miRNA 编码 。 内 合子 序列 标 以 亮 绿色 。 
起 始 和 终止 密码 子 分 别 标 以 橙色 和 粉色 ，。 


由 于 miRNA 的 初级 转录 物 (primary transcript of miRNA, pri-miRNA) 具有 特 
征 性 的 二 级 结构 ， 有 可 能 通过 计算 RNA ΒΕΣΙ -- 24 21Η} {9 HT ey RT EG HO 此 外 ， 
”在 很 多 例子 中 ， 受 调控 的 靶 基 因 也 同样 可 以 被 预测 ， 因为 沉默 的 发 生 依靠 的 是 靶 ΕΝΑ 
和 成 熟 miRNA 之 间 的 序列 互补 。miRNA 和 和 靶 RNA 的 碱 基 配 对 是 通过 “种 子 残 基 ?” 
(seed residues) 的 相互 作用 启动 的 。 这 些 “ 种 子 残 基 ” 通 常 是 指 22 AEA miRNA 
中 的 第 2 到 第 9 个 核 苷 酸 之 间 的 序列 。 该 序列 与 靶 基 因 高 度 互补 ， 所 以 这 也 是 识别 可 能 
的 靶 基 因 最 有 效 的 区 域 。 当 然 ， 要 确认 miRNA 的 存在 ， 需要 在 细胞 中 被 实际 检测 出 来 
(如 以 Northern 印迹 ) , 其 存在 能 够 影响 半 mRNA 的 表达 。 

急 级 转录 物 经 过 两 步 切 割 反 应 产生 miRNA， 需 要 两 种 不 同 的 RNase RK HEL. — 
种 是 Dicer， 我 们 已 经 介绍 过 ， 几 乎 所 有 RNAi 都 离 不 开 它 。 万 外 一 种 是 miRNA 加 工 
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所 特需 的 ， 这 就 是 Drosha。 这 两 种 酶 的 一 个 共同 特点 是 它们 对 RNA 的 识别 和 切割 基于 
奔 物 的 结构 而 不 是 特定 的 序列 。 我 们 现在 看 重 讨 论 这 些 酶 的 功能 ，。 


活性 miRNA 是 由 两 步 核 解 过 程 产生 的 


两 个 特 化 的 RNA 切割 酶 是 把 舍 有 柄 - 环 结 构 的 pri-miRNA 初级 转录 物 加 工 成 成 熟 
的 miRNA 所 不 可 或 缺 的 。 第 一 个 酶 是 Drosha， 是 RNase 焉 酶 家 族 的 成 员 。Drosha 经 
过 两 次 切 制 ， 将 RNA 的 柄 - 环 区 (pre-miRNA) 从 RNA 初级 转录 物 (pri-miRNA) ] 
下 来 。 该 酶 与 男 一 种 必需 的 特异 性 重 日 亚 基 (在 一 些 生 物体 中 称 为 Pasha， 在 另 一 些 中 
则 叫 DGCR8) 一 起 形成 微 加 工 复合 物 (microprosessor complex), fA Drosha 产生 的 
pre-miRNA 通常 约 长 65 一 70 MEZER., Drosha 存在 于 细胞 核 中 ， 而 Drosha 催化 的 切 
割 过 程 也 稼 在 细胞 的 这 一 区 域 进 行 。 

pri-miRNA 中 的 碱 基 配 对 的 柄 部 通常 长 约 33 个 核 车 酸 (dsRNA 的 3 周 螺旋 )， 而 
且 只 含 少量 销 配 〈 图 18-9) 。 环 部 位 于 柄 的 “项 ”上 CWA, KNE RRR, 
通常 10 个 核 背 酸 左右 ) 。 对 于 加 工 反 应 来 说 ， 该 环 部 的 序列 并 非 十 分 重要 。 重 要 的 是 ， 
对 于 Drosha 催化 的 加 工 反应 来 说 ， 单 链 RNA (ssRNA， 没 有 显著 的 二 级 机 构 ) 一 定 要 
在 柄 - 环 的 5 和 3 两 侧 。 在 很 大 程度 上 ，ssRNA-dsRNA 的 连接 (junction) 决定 了 
Drosha 切割 的 特异 性 。 


ee ὑΝ NIN Pe NIN N 
ΚΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝ N> 
SER Eá 

成 熟 miRNA 


基本 片段 :- ΓΕ Γ WAT 
(11 bp) (~22 bp) 


图 18-9 pri-RNA 结构 概观 ， 示 Dicer 和 Drosha 切割 位 点 。 红 色 标 记 的 区 域 将 被 加 工 成 成 熟 的 
miRNA。 注 意 基 本 片段 必须 为 单 链 ， 以 便 Drosha 复合 物 正 确 识 别 。 


柄 部 可 以 被 分 为 两 个 功能 片段 : 一 个 约 ll bp 的 柄 下 部 区 和 一 个 大 约 22bp 的 柄 上 
部 区 (图 18-9) 。Drosha 从 位 于 pri-miRNA 的 柄 下 部 和 上 部 区 之 间 的 ssRNA-dsRNA 
连接 上 切割 下 llbp (图 18-10)。 因 此 这 两 次 切割 产生 了 长 约 65 SRA RA premi 
RNA, H 22bp 双 链 RNA (2 周 螺旋 ) 和 “项 环 ”组 成 。RNase 焉 家 族 的 酶 特异 性 识别 
dsRNA 并 将 其 切割 ，dsRNA 产物 的 3 端 带 有 一 个 核 苷 酸 的 “接头 ”(overhang)。 这 个 
3 接头 对 于 下 一 个 酶 对 RNA 分 子 的 识别 是 很 重要 的 。 


Dicer 是 miRNA 生成 的 第 二 个 RNA 切割 酶 


Drosha 释放 的 pre-miRNA 被 输送 到 细胞 质 中 ， 并 在 此 接受 由 Dicer 执行 的 第 
二 步 切 割 反 应 。 像 Drosha 一 样 Dicer 不 是 利用 序列 特异 性 ， 而 是 利用 测量 机 人 制 
来 选择 切割 位 点 。Dicer 的 高 分 辩 率 结构 向 我 们 展示 了 这 一 切割 过 程 可 能 是 如 何 
发 生 的 。 
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Dicer 由 三 个 结构 域 (module) 构成 (图 5-23). pum NA 
两 个 RNase 焉 结构 域 和 一 个 与 dsRNA 结合 的 结构 域 O 
PAZ, PAS ΠΗ -- ΗΠ. Piwi, Argonaute 和 “TT bp ~22 bp 
Zwille, | 

图 18-11a 为 Dicer 55 ΕΗΙΞΗΞΛΗΗ ΝΗΣΙ, HERCE 基质 识别 步骤 
如 何 与 dsRNA 分 子 相互 作 用 的 。 图 181» (和 右 半 部 分 ) DGCR8 
示 Dicer 的 结构 以 及 与 底 物 ΕΝΑ 作用 的 模型 。 该 蛋白 质 、 
的 整体 结构 像 一 个 短 柄 斧 〈hatchet) PAZ 结构 域 在 手 
柄 的 底部 ， 形 成 了 dsRNA 底 物 3 端的 结合 处 (binding 
pocket) 。 连 接 结 构 域 Clinker domain) 形成 了 答 头 的 柄 催化 反应 步 又 
部 ， 并 含有 一 个 带 正 电荷 的 RNA 分 子 结合 表面 (bind- 
ing surface) 。 顶 部 的 “刀刃 ”区 域 包 含 了 两 个 RNase 结 
构 域 ， 为 排列 对 称 的 二 聚 体 。 每 一 个 RNase 结构 域 带 有 

一 个 活性 位 点 ， 分 别 负责 切割 底 物 RNA 两 条 链 中 的 一 | 
条 。 因 此 ，Dicer 可 作用 于 任何 dsRNA， 不 管 序列 如 何 ， 产物 P A 
并 从 底 物 RNA 的 一 端 切 下 生成 一 个 长 22 MAER =o) 
mRNA ΑΓ. PAZ 结构 域 像 “标尺 ”那样 (ruler-like)， 
锚 定 在 底 物 RNA 的 离 3 端 长 约 22 个 核 苷 酸 左 右 的 酶 活 
性 位 点 处 图 18-11)。 实 际 上 ， 在 不 同 生物 中 发 现 的 识别 与 切割 。 切 制 产生 的 三 个 片段 分 别 
PAZ 结构 域 的 大 小 与 Dicer 产物 的 大 小 有 关 。 标记 为 F1、F2 (premiRNA) 和 F3, 

a Dicer 模型 


mel l the ~~22 bp 


ος) 


ae. 
μα: 


ΟΝ 


加 
Pe 


ΦΟΝ 


Φον 
ER ο 
- «να 


οσα...“ ο λα 


ο 


柄 区 


CR 


PAZ 结构 域 
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图 18-11 Dicer 的 结构 与 组 织 。a. 图 示 Dicer HAA. b. Dicer 结合 dsRNA 的 结构 模式 图 ， 示 其 长 度 是 如 何 
饿 测定 的 。 和 绰 白 质 示 以 灰色 ， 红 色 箭头 示 核 酸 酶 活性 位 点 (相当 于 a 中 黑 点 表示 的 部 分 )。RNA 用 绿色 显示 。 
这 一 结构 仅 显 示 了 RNase 焉 和 PAZ 结构 域 。Dicer 酶 也 含有 ΑΤΡ 酶 和 其 他 结构 域 。(b，MacRae I. J. στ αἱ. 
2006. Science 311; 195-198. PDB Code; 2FFL; 注意 这 是 RNA 的 模式 图 ， 不 是 晶体 结构 .) 图像 以 MolScript、 
CobScript 和 Raster3-D 制备 。 


18-10 ” 微 加 工 复合 物 对 pri-RNA 的 
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Hl + RNA RA RISC， 形 成 能 沉默 基因 表达 的 成 熟 复合 体 


Drosha 和 随后 Dicer 的 作用 产生 了 长 21 一 25bp 的 RNA 分 子 ， 能 够 指导 基因 表达 
的 调控 。 活 化 形式 的 调控 miRNA 是 指 以 单 链 形式 整合 到 RISC 上 ， 在 这 一 阶段 称 为 
“ 指 村 ”RNA (guide RNA)。 在 这 个 复合 物 中 ， 指 导 ΕΝΑ 聚集 RISC AH ΕΝΑ E, 
人 们 还 在 争论 的 是 : 在 复杂 的 真 核 生物 的 巨大 基因 组 中 ，22 BRAM KEES 
足够 ， 以 满足 通过 RNA-RNA 碱 基 配 对 来 准确 无 误 地 识别 靶 基 因 。 

RISC 征 一 个 含有 指导 miRNA 的 多 组 分 复合 物 。 指 导 RNA ΕΠΙ mRNA 进行 碱 基 
配对 ， 促 进 基因 表达 的 沉默 。 这 一 调控 复合 物 的 中 心 组 分 是 一 个 Argonaut 蛋白 。 Ar- 
gonaut 和 集 日 在 很 多 情况 下 都 是 RNA 剪 切 酶 。 对 基因 沉默 机 制 理解 得 最 为 透彻 的 以 
RISC 介 导 的 靶 mRNA KH (或 “切片 ”)。 然 而 ， 很 多 生物 中 都 含有 Argonaut 蛋白 家 
族 的 多 个 成 员 。 例 如 ， 在 人 体 中 就 含有 8 种 不 同 的 Argonaut， 但 不 是 所 有 的 Argonut 
在 整合 到 RISC 中 后 都 有 沉默 活性 。 含 有 其 他 Argonaut 的 RISC 必须 利用 非 切割 依赖 的 
机 制 来 沉默 基因 表达 ， 如 翻译 抑制 。 

下 面 将 介绍 活性 RISC 的 产生 和 切割 发 生 过 程 。 首 先 ， 通 过 Dicer 产生 的 短 dsRNA 
整合 进 RISC, dsRNA 然后 变性 产生 一 条 指导 链 和 一 条 搭载 链 。 根 据 第 一 个 模型 ， 搭 载 
BEW Argonaut 切割 后 就 被 排除 出 复合 物 ; 而 根据 另 一 个 模型 ， 搭 载 链 的 排除 不 需要 先 
BH. HT REE RK RNA 解 旋 酶 排除 的 。 所 生成 的 RISC (〈 称 为 成 熟 RISC) 连同 它 的 单 
链 指 导 RNA， 具 有 识别 和 切割 靶 mRNA 的 活性 。 

正如 我 们 在 Dicer 中 所 观察 到 的 那样 ，Argonaut 蛋白 的 结构 为 了 解 RISC 如 何 识别 
ΤΙ ΒΊ ΥΠ} mRNA 的 机 制 提供 了 框架 (图 18-12)。 跟 Dicer 一 样 ，Argonaut 也 含有 PAZ 结 


PAZ 结 构 域 识别 
RNAFY3 | Sig 


np 


ΑΗ 


RNase 活 性 位 点 进入 
小 RNA 和 miRNA 配 对 
区 域 中 部 的 切割 部 位 


图 18-12 Argonaut 蛋白 的 结构 ， 显 示 RNA 结合 区 和 RNaseH 样 核酸 酶 结构 域 。a。 Argonaut 蛋白 的 
晶体 结构 。 结 构 域 如 b 中 着 色 部 分 所 示 ， 蓝 色 区 域 显 示 蛋 白质 的 氨基 端 ， 绿 色 为 中 间 的 结构 域 。B. 
Argonaut 结构 域 的 模式 图 。 箭 头 所 指 的 RNase 的 活性 位 点 ， 位 于 小 RNA 和 miRNA 配对 区 域 中 部 
的 切割 部 位 。(a，Song J. J. et al. 2004. Science 305; 1434-1437, Fig. 4C. PDB Code: lu04. 图 像 
以 MolScript, CobScript and Raster3-D 4 i], B, ÉH SongJ. J. et al. 2004. Science 305. 1434-1437, 
Fig. 4C. © AAAS, Z MMA) 
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构 域 和 RNase 结构 域 。PAZ 结构 域 能 够 特异 地 识别 指导 RNA 的 3' 端 。 指 导 RNA 通过 
碱 基 配 对 结合 到 靶 RNA 上 ， 这 一 复合 体 的 构造 恰好 使 得 靶 ΕΝΑ 落 在 RNase 结构 域 的 
活性 位 置 上 ， 使 靶 基 因 链 易于 被 前 切 。 前 切 部 位 靠近 “指导 RNA-# RNA” SR 
中 央 ， 在 指导 RNAS 端 第 10 个 和 第 11 ΑΗ ΝΑΖΙ. 

如 前 所 述 ， 在 某 些 情况 下 ， 成 熟 的 RISC ABI mRNA 而 是 抑制 它 的 翻译 。 这 
种 翻译 抑制 的 原理 还 在 研究 。 但 据 观 察 显 示 ，miRNA 有 时 能 引导 mRNA 歼 合 在 细胞 
质 里 的 “加 工 体 ”(processing body，P-body) 上 ， 翻 译 便 被 抑制 。miRNA 的 结合 也 会 
FBG mRNA 的 ploy-A 尾巴 的 不 稳定 ， 抑 制 翻译 的 启动 。 


siRNA 是 源 于 双 链 长 RNA 的 调控 RNA 


正如 我 们 所 看 到 的 ， 形 成 活性 miRNA 的 关键 步骤 包括 : Drosha 前 切 、Dicer 前 切 ， 
然后 是 指导 RNA 整合 进 RISC, RA miRNA 是 由 大 的 发 卡 前 体 加 工 形成 的 。 与 此 相 
IE, siRNA 的 前 体 RNA 是 较 长 的 双 链 RNA。 由 于 使 用 不 同 的 起 始 底 物 ，siRNA 的 形 
成 不 需要 Drosha。 但 Dicer 剪 切 还 是 需要 的 ， 以 形成 21 或 22 KERER RNA 适 
合 于 整合 进 RISC。 在 植物 中 ， 甚 至 miRNA 只 需要 Dicer 就 够 了 ， 尽 管 还 不 清楚 它们 是 
怎样 跳 过 前 面 的 Drosha 步 又 的 。 

一 系列 引人入胜 的 观察 和 实验 使 我 们 现在 对 真 核 生物 的 小 调控 ΕΝΑ (regulatory 
RNA) 有 了 了 解 。 这 些 努 力 开始 于 20 世纪 80 年 代 未 ， 当 时 试图 在 矮 牵 牛 花 中 高 表 
达 色 系 基因 ， 却 得 到 了 令 人 费解 的 结果 (本 来 想 使 紫色 加 深 ,结果 却 得 到 白色 的 
化 ) 。 下 一 个 令 人 惊奇 的 发 现 ， 是 线虫 中 的 调控 基因 的 产物 居然 是 miRNA。 进 一 步 的 
实验 显示 ， 将 双 链 RNA 导入 线虫 体内 ， 沉 默 了 互补 基因 的 表达 。 这 些 故 事 将 在 框 

8-2 中 详 述 。 
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小 RNA 可 以 通过 指 寻 染色 质 修饰 而 沉默 基因 的 转录 


我 们 现在 已 经 看 到 ，miRNA 和 siRNA 是 怎样 通过 抑制 靶 mRNA 的 翻译 或 导致 它 
们 降解 而 沉默 基因 的 。 调 控 RNA 也 可 以 在 转录 水 平 上 活动 ， 通 过 指导 启动 子 的 组 蛋白 
修饰 而 关闭 靶 基因 的 表达 。 这 一 机 制 在 裂 殖 酵母 S。 pomobe 着 丝 粒 沉默 现象 中 得 到 了 深 
人 的 研究。 

我 们 在 第 17 章 中 已 提 到 ， 在 酵母 中 ， 位 于 基因 组 某 些 区 域 的 基因 常常 被 沉默 。 在 
那 一 草 里 ， 我 们 详细 令 述 了 在 酿酒 酵母 中 临近 端 粒 的 基因 是 被 沉默 的 。 酿 酒 酵母 和 S. 
pombe WEEE HY Ac YE Al AEE URRY. FES. pombe 中 ， 着 丝 粒 是 基因 组 中 另 一 个 被 
沉默 的 区 域 。 在 这 两 种 生物 体 中 ， 基 因 沉 默 均 涉 及 组 蛋白 的 修饰 。 但 是 ,与 不 需要 
RNAi 参 与 的 酿酒 酵母 中 发 生 的 沉默 不 同 ，S. pombe 着 丝 粒 的 沉默 则 需要 RNAi 通 路 。 

S. pombe 的 着 丝 粒 序列 组 织 比 酿酒 酵母 更 像 高 等 真 核 生物 CORA AE) (图 
7-8) 。 它 们 的 着 丝 粒 都 有 一 个 独特 序列 的 中 心 区 域 和 含有 一 系列 常见 重复 序列 的 两 侧 区 
域 。 我 们 将 要 看 到 ， 这 些 重复 序列 对 异 染 色 质 的 形成 和 功能 ， 以 及 与 此 区 域 相关 的 转录 
沉默 都 是 很 重要 的 。 异 染色 质 中 的 组 蛋白 含有 抑制 标记 (repressing marker): 低 水 平 
NZ Bit. ZARA H3 尾巴 上 第 9 位 赖 氨 酸 CH3K9) 的 甲 基 化 〈 表 7-7). 

S. pombe Æ RNAI 通路 中 的 主要 组 分 Dicer 和 Argonaute 都 只 有 一 个 基因 。 高 等 
生物 具有 多 个 Dicer 和 Argonaute 基因 , 这 些 基 因 的 功能 有 些 见 余 ， 使 得 RNAi 通路 的 
遗传 操作 更 加 困难 。 此 外 ， 与 果 蝇 和 线虫 中 不 同 ，RNAi 通路 的 缺乏 对 5. pombe 并 不 
是 致命 的 ， 尽 管 会 通过 干扰 染色 体 分 离 等 方式 使 细胞 生长 缓慢 。 然 而 令 人 吃惊 的 发 现 
是 ， 失 去 RNAI 通路 中 的 任 一 组 分 会 使 H3K9 组 蛋白 不 能 甲 基 化 、 从 而 导致 着 丝 粒 的 
基因 沉默 也 不 能 进行 ， 尤 其 是 考虑 到 这 是 一 种 转录 水 平 的 沉默 。 在 此 之 前 ，RNAi 被 认 
为 仅 在 转录 后 起 作用 。 

认识 转录 水 平 沉 默 的 关键 似乎 在 于 认识 着 丝 粒 本 身 的 重复 ， 这 些 重 复 序 列 是 由 
RNA 聚合 酶 开 从 两 条 链 转录 而 来 ， 产 生 的 互补 转录 物 杂 交 形 成 双 链 的 dsRNA。 这 种 
dsRNA 在 RNAi 机 融 的 作用 下 生成 siRNA， 并 在 某 种 程度 上 〔〈 尚 不 知道 如 何 起 作用 ) 
HF “7 Argonaute 的 RISC 类 聚合 体 ” CRN “RNA 诱导 的 、 转 录 水 平 沉 默 的 RITS 
RAK”) 结合 到 着 丝 粒 上。 在 理论 上 ，siRNA 可 以 通过 直接 与 DNA 模板 的 序列 特异 
性 配对 ， 来 识别 看 丝 粒 DNA。 但 另外 一 个 模型 更 有 可 能 ， 即 siRNA 在 RNA RAM II 
作用 下 ,将 RITS 聚集 到 挫 在 着 丝 粒 上 的 转录 物 上 。RITS 的 聚集 导致 着 丝 粒 转 录 物 的 
沉默 ， 而 这 又 是 组 和 蛋白 修饰 装置 沿 着 着 丝 粒 扩散 所 需要 的 〈 图 18-13)。 这 样 ， 那 些 转 
录 物 被 RNAI“ 锁 定 ”(targeted) 时 ， 转 录 物 本 身 就 使 沉默 效应 扩散 开 来 。 

如 上 文 所 提 到 的 ，S. pombe 基因 组 中 配 型 基因 座 上 的 基因 也 是 在 转录 水 平 上 被 沉 
BAH, Æ RNAi 缺陷 型 突变 株 中 ， 这 种 沉默 的 现象 依然 存在 。 在 这 种 情况 下 ，RNAIi 据 
认为 能 照样 作用 ， 但 只 是 在 沉默 的 起 始 阶段 起 作用 。 沉 默 一 旦 建立 ， 在 维持 阶段 就 不 需 
Z RNAI 了 。 为 外 ， 如 同 在 酿酒 酵母 中 一 样 (第 17 章 ) ， 基 于 蛋白质 的 机 制 将 维持 基因 
抑制 的 状态 。 据 认为 ， 在 从 果 蝇 到 植物 的 其 他 生物 中 ，RNAIi 在 异 染 色 质 沉默 中 也 起 到 
一 定 作 用 。 如 下 文 所 述 ， 沉 默 不 需要 的 转 座 子 转录 物 也 是 RNA 介 导 的 。 
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18-13 RITS 聚集 和 着 丝 粒 沉默 的 一 个 模型 。 图 的 上 部 显示 的 是 在 S，pombe 的 着 丝 粒 重复 序列 
周围 的 核 小 体 。 这 些 重 复 序列 是 由 RNA 聚合 酶 开 从 两 条 链 上 转录 的 ， 生 成 的 dsRNA 成 为 Dicer 的 
底 物 。 生 成 的 这 些 siRNA 被 装载 到 含 Argonaute 的 聚合 体 RITS 上 。 如 图 的 中 部 所 示 ， 含有 siRNA 
的 RITS 聚合 体 被 聚集 到 Pol 了 [ 挫 住 的 转录 物 上 ， 这 些 转录 物 是 由 着 丝 粒 的 重复 序列 通过 siRNA 和 
转录 物 的 互补 持续 转录 生成 的 。 这 个 复合 体 随后 聚集 核 小 体 修饰 因子 (Clr4 和 Swi6)， 这 一 修饰 是 
通过 标 上 H3K9 沉默 标记 来 实现 的 。RITS 的 另 一 个 亚 基 Chpl 含有 一 个 铬 结构 域 (chromodomain) 
(图 7-40)， 通 过 与 甲 基 化 的 核 小 体 结合 而 有 可 能 稳定 RITS 的 结合 。 尽 管 未 在 图 中 显示 ， 由 Argo- 
naute (在 RITS 中 ) 介 导 的 转录 物 “ 切 片 ” (slicing〉 生成 的 是 RdRP 的 底 物 RNA， 合 成 一 条 互补 
链 后 ， 进 一 步 生成 Dicer 的 底 物 。 这 一 过 程 是 核 小 体 修饰 的 扩散 必 不 可 少 的 ， 这 个 区 域 就 这 样 被 沉 
默 。(Martienssen R. and Moazed D. 2007. Epigenetics (ed. Allis et al), p. 157, Fig. 4.©Cold 
Spring Harbor Laboratory Press， 经 许可 重 绘 )， 
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RNAi 像 免 疫 系 统 那样 进化 吗 ? 


RNAi 机 硕 在 真 核 生物 中 即使 不 是 无 处 不 在 ， 但 也 是 普遍 存在 。 像 我 们 所 提 到 的 ， 
在 酿酒 酵母 中 就 没有 RNAI 机 器 。 然 而 ， 这 种 基本 的 系统 据 认 为 存在 于 所 有 真 核 生 物 的 
最 近 的 共同 的 始祖 先 中 ， 但 随后 在 某 些 世系 中 丢失 了 。 

但 是 ， 什 么 是 RNAi 的 生物 学 功能 呢 ? 当 有 miRNA， 当 然 ， 就 需要 RNAI 机 器 来 
制造 和 利用 那些 “调控 者 (regulator)”， 但 在 一 些 生 物 中 有 RNAi 机 制 却 没 有 miRNA 
(如 S. pombe), EX E, miRNA 据 认 为 在 进化 中 受 惠 于 RNAi 机 器 ， 而 非 是 RNAi 存 
在 的 原因 。RNAi 机 器 的 一 个 古老 功能 有 可 能 是 保护 生物 体 免 受 转 座 子 和 病毒 的 侵害 ， 
这 一 功能 现在 依然 存在 。 

枝 座 子 在 所 有 的 真 核 生物 中 都 存在 ， 在 某 些 情况 下 ， 在 基因 组 中 占据 相当 一 部 分 。 
以 人 类 为 例 ， 我 们 的 基因 组 中 45% 的 序列 曾 是 转 座 子 。 转 座 子 常常 在 转录 水 平 上 被 沉 
默 并 被 组 装 进 异 染色 质 。 然 而 在 某 些 RNAI 突变 体 中 ， 与 转 座 子 沉默 有 关 的 组 蛋白 修饰 
丢失 了 。 此 外 ， 在 植物 和 线虫 中 ,已 鉴定 了 一 些 和 转 座 子 相 应 的 siRNA。 在 一 些 植物 
RRP, RNAI 的 丢失 激活 了 转 座 子 ， 使 它们 跳跃 ， 产 生 高 水 平 的 自发 突变 。 然 而 ， 
并 没有 那么 多 的 转 座 子 像 我 们 知道 的 能 被 激活 来 产生 SIRNA 的 。 这 似乎 反映 了 在 上 面 
提 到 的 S. pombe 配 型 基因 沉默 的 情形 :; RNAi 对 于 某 些 转 座 子 的 沉默 启动 是 必需 的 ， 
但 局 动 之 后 的 沉默 则 是 自我 维持 ， 不 再 需要 siRNA, 

RNAi 保 护 植 物 免 受 病毒 侵 染 的 作用 非常 普遍 。 事 实 上 ， 这 一 作用 早 在 RNAI 机 制 
馈 发 现 之 前 就 已 被 认识 。 当 植株 的 一 片 叶子 感染 了 一 种 病毒 ， 一 种 能 够 沉默 这 种 病毒 复 
制 的 因子 就 在 整个 植株 上 系统 地 扩散 。 这 种 因子 不 能 保护 原先 已 被 侵 染 的 叶子 ,但 阻止 
了 侵 染 的 扩散 。 在 Argonaute 或 Dicer 基因 突变 的 植株 中 ， 侵 染 的 扩散 没有 受阻 ， 病 毒 
-复制 更 快 。 这 种 保护 信号 就 是 病毒 基因 组 本 身 产 生 的 siRNA。 病 毒 也 会 报复 : 它们 党 
携 市 一 些 保护 病毒 免 受 笨 主 RNAi 作用 的 基因 。 一 个 例子 是 马铃薯 病毒 Y 的 HcPro， 
它 能 降低 马 铃 昔 siRNA 的 产量 或 减弱 siRNA 的 稳定 性 。 其 他 一 些 病毒 产物 作用 于 防护 
系统 的 其 他 步骤 ,包括 siRNA 的 系统 扩散 。 

HE 18-3 描述 RNAI 
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RNAi 已 成 为 基因 表达 操作 的 有 力 工具 


RNAi 是 人 研究 者 在 试图 操作 基因 表达 的 过 程 中 观察 发 现 的 ( 框 18-2)。 在 植物 的 协 
同 抑制 Ccosupression) 和 线虫 的 反 义 RNA 的 研究 中 ， 对 出 现 的 未 知 现 象 的 探索 导致 
了 RNAI 的 发 现 。 因 此 ， 一 点 也 不 奇怪 ， 一旦 被 理解 ，RNAi 就 迅速 被 开发 成 基因 表达 
操作 的 工具 。 在 线虫 中 RNAi 的 使 用 已 成 常规 。 已 有 编码 dsRNA 的 文库 ， 可 用 来 研究 
线虫 基因 组 中 的 任 一 丢 基 因 。 这 些 文库 可 以 被 用 来 筛选 任 一 特定 基因 的 表达 被 抑制 后 的 
线虫 。 图 18-14 显示 了 这 一 过 程 。 线 虫 以 细菌 为 食 ， 在 实验 室 中 ， 用 上 .，coli 喂养 线虫 。 
实验 显示 ， 最 快捷 的 整合 进 线虫 基因 组 的 途径 就 是 它 的 胃 : 任何 所 需要 的 dsRNA 都 可 
以 在 喂养 线虫 的 下 col 中 表达 ， 并 可 为 线虫 细胞 中 待 启动 的 RNAi 提供 足够 的 底 物 ， 
关闭 与 原 有 dsRNA 同 源 的 基因 。 


PCR 扩 增 感 兴趣 
的 基因 片段 


连接 到 
质粒 上 


18-14 ”线虫 的 RNA 干扰 (ΕΝΑ in- 
terference) 可 通过 喂养 表达 dsRNA AY 
菌 来 诱导 。 本 图 开始 的 几 个 步骤 所 需要 


将 质粒 导入 E.coli 的 分 子 操作 的 细节 请 参见 第 21 章 。 质 粒 
并 表达 shRNA 


的 shRNA 表达 受 局 动 子 的 控制 ， 识 别 
这 一 启动 子 的 不 是 Ε. coli 的 ΕΝΑ 聚合 
ΠΕ, Πλ {κ T7 中 的 一 个 单 亚 基 的 
RNA 聚合 酶 。 在 细胞 中 人 工 表达 这 个 聚 
合 酶 的 基因 是 由 乳糖 启动 子 (ας) 控制 
的 (第 16 章 )。 因 此 ，shRNA 的 形成 可 
运用 lac 局 动 子 诱 导 物 进行 控制 。 


<a eo TD 将 线虫 加 入 此 


外 查 感 兴趣 的 表 型 
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显 而 多 见 ， 这 种 方法 对 在 哺乳 动物 细胞 中 进行 基因 筛选 非常 有 帮助 ， 而 这 是 传统 的 
ITS ΠΠ EAA SIN). MWE siRNA 已 经 能 够 在 试管 中 人 工 合成 : 并 能 导入 哺乳 动物 的 培 
养 细 胞 中 ， 引 发 RNAi 反应， 使 靶 基因 表达 下 调 ， 但 转 染 (将 RNA 转 和 人 细胞 ) 的 效率 
很 低 。 较 长 的 dsRNA 分 子 使 用 起 来 也 有 问题 ， 因 为 它们 引发 的 反应 会 关闭 细胞 中 所 有 
的 翻译。 这 个 反应 机 制 起 源 于 封闭 病毒 复制 的 进化 过 程 ， 而 很 多 病毒 有 ΕΝΑ 基因 组 。 
尽管 存在 这 些 缺 点 ， 这 一 方法 还 是 可 以 被 有 效 地 运用 。 

让 细胞 表达 (而 不 是 高 浓度 地 导 人 ) dsRNA, 不仅 可 以 解决 上 述 问 题 ， 还 有 另 一 
个 好 处 : 这 些 RNA 可 以 持续 生成 ， 而 非 如 转 当 后 短 时 间 表 达 。 但 这 种 方法 也 有 其 难以 
克服 的 困难 : 如 何 保证 两 条 互补 链 在 同一 个 细胞 中 都 被 表达 ， 并 找到 对 方形 成 RNAi 的 
有 活性 的 dsRNA 底 物 ? 

HAE a APE mRNA， 要 比 将 dsRNA 转 入 细胞 更 有 成 效 。 为 此 ， 短 基因 以 合 
成 的 寡 核 苷 酸 克 隆 进 质粒 并 建立 了 文库 。 每 一 个 短 基 因 被 设计 成 可 折 释 成 柄 - 环 结 构 的 
ΠΕΡ]. ENR dicer 加 工 形成 siRNA， 直 接 沉默 靶 基 因 。 这 种 合成 的 短 基 因 被 称 为 
“短发 卡 RNA” (short hairpin RNA, shRNA) 基因 。 设 计 恰 当 的 shRNA， 任何 一 个 
臣 基 因 都 可 以 研究 ; 使 用 合适 的 文库 ， 任 何 一 个 遗传 第 选 都 可 以 进行 。 例 如 ， 在 这 样 的 
文库 中 ， 每 个 质粒 都 编码 一 个 作用 于 不 同 基因 的 shRNA。 然 后 整个 文库 都 转 染 进 细 胞 
中 ， 每 个 细胞 都 接受 了 一 个 不 同 shRNA。 通 过 筛选 特定 表 型 的 细胞 ， 就 可 以 鉴定 那个 
PIM iil] BY BIZ Be AY A ΠΙΕΡ. 
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雌性 哺乳 动物 有 两 条 X 染色 体 ， 而 雄性 则 有 一 条 X 和 一 条 立 染 色 体 。 虽 然 这 是 性 
别 决定 的 基础 并 使 肉 雄 有 别 ， 但 这 依然 带 来 了 麻烦 : 假如 不 加 检测 ， 雌 性 Χ 染色 体 编 
码 基 因 的 水 平 将 是 雄性 的 两 倍 。 这 一 不 平衡 的 表达 将 有 可 能 破坏 代谢 和 细胞 过 程 。 为 了 
避免 这 一 问题 ， 需 要 一 种 剂量 补偿 (dosage compensation) 的 机 制 。 在 哺乳 动物 中 ， 上 典 
性 通过 灭 活 其 中 一 条 染色 体 基 因 的 表达 来 达到 这 一 目的 ， 那 条 染色 体 上 的 基因 因而 差 不 
多 没有 一 个 能 够 表达 。 在 胎生 哺乳 动物 发 育 过 程 中 ， 灭 活 发 生 于 32 到 64 细胞 期 。 这 个 
时 候 ， 在 每 一 细胞 中 ， 究 竟 哪 条 X 染色 体 灭 活 ， 母 源 的 或 是 父 源 的 ， 其 选择 显然 是 随 
机 的 。 一 旦 细胞 选择 了 灭 活 的 X 染色体 ， 这 一 细胞 产生 出 来 的 所 有 后 代 都 将 维持 同一 
条 X 染色 体 的 灭 活 。 

各 个 细胞 中 Χ 染色 体 灭 活 的 随机 性 导致 的 后 果 是 上 肉 性 都 是 镶 骨 体 (mosaic) 。 一 些 
细胞 中 表达 父 本 的 X 染色 体 ， 而 男 外 一 些 细 胞 则 表达 母 本 的 Χ 染色 体 。 通 常 来 说 ， 这 
是 无 大 要 紧 的 ， 尺 管 这 可 能 影响 X 连锁 疾病 综合 征 的 严重 程度 。 这 一 程度 依赖 于 表达 
或 沉默 突变 基因 的 细胞 的 比例 。 一 个 广为人知 的 例子 是 calico Fh CREI (图 
18-15) 。 猜 的 久 染 色 体 上 的 一 个 基因 影响 毛色 是 栖 色 的 或 是 黑色 的 。 一 个 等 位 基因 决定 
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毛色 为 柚 色 ， 而 另外 一 个 等 位 基因 决定 毛色 为 黑色 。 杂 合子 的 猫 显 示 不 同 的 橙 黑 斑 块 毛 
色 ， 说 明 该 处 的 细胞 那 一 条 Χ 染色 体 被 灭 活 。 这 一 现象 也 解释 了 为 什么 所 有 的 calico 猫 
都 是 肉 性 的 。 白 猫 则 决定 于 一 个 常 染 色 体 的 基因 ，。 


图 18-15 X 染色 体 灭 活 的 实例 观察 : calico 猫 。 如 文中 所 述 ， 
橙 黑 斑 块 的 毛色 间接 显示 了 X 染色 体 的 灭 活 。(VG EŠ.) 


Xist 起 肉 性 哺乳 动物 中 灭 活 一 条 Χ 染色 体 灭 活 的 调控 RNA 


Χ 染色 体 是 如 何 灭 活 的 ? 灭 活 又 是 如 何在 发 育 过 程 中 遗传 下 去 ? 启动 灭 活 的 ΕΝΑ 
分 子 称 为 Xist。Xist RNA 是 由 一 个 对 X 染色 体 灭 活 至 关 重 要 的 位 点 一 一 X 染色 体 灭 活 
中 心 (X-chromosome inactivation center, Xic) 编码 的 。Xist RNA 包 被 在 表达 该 基因 
的 X 染色 体 ， 如 图 18-16a 中 的 原 位 杂交 所 示 。 到 底 是 什么 原因 致使 包 被 发 生 ， 为 什么 
包 被 仅 限 于 一 条 X 染色 体 ， 即 为 什么 仅 以 顺 式 (cis， 起 作用 ? 然而 , 已 知 Xist 的 作用 
征 灭 活 的 关键 ， 而 且 不 需要 Xic 之 外 的 别 的 XX 染色体 序 列 。 当 Xist 异 位 表达 于 一 个 常 
染色 体位 点 的 时 候 ， 如 一 个 非 性 染色 体 ，Xist 能 够 在 不 同 的 程度 上 沉默 这 条 染色 体 上 
的 基因 ， 也 就 是 “ 灭 活 ”表达 它 的 那 条 常 染 色 体 。 


分 询 中 期 的 Xis A ως 


图 18-16 XX 染色 体 灭 活 的 实例 观察 : DRC. a PHA 
胞 的 原 位 杂交 显示 灭 活 的 X 染色 体 上 Xis RNA WEM. b. 
染色 体 染 色 以 显示 组 蛋白 H4 乙酰 化 的 。 箭 头 所 指 为 灭 活 的 又 
染色 体 ， 其 乙酰 化 修饰 水 平 要 比 其 他 染色 体 低 得 多 。 (经 许可 
复制 自 Brockdorff N and Turner B. M. 2007. Epigenetics 
[ed. Allis et al. |, p. 327.©Cold Spring Harbor Laboratory 
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Xist RNA 本 身 并 不 能 引发 沉默 ， 但 它 聚 集 了 其 他 修饰 和 浓缩 染色 质 的 因子 ， 这 些 
因子 也 可 能 使 DNA 甲 基 化 (第 17 章 中 其 他 基因 沉默 的 例子 )。 正 是 这 些 修饰 引发 了 沉 
默 并 保证 了 沉默 的 遗传 。 这 些 修饰 一 旦 确立 ，Xist 本 身 就 不 再 需要 了 。 图 18-16b 显示 
灭 活 的 和 染色 体 组 不 同 的 蛋白 质 修饰 。 在 这 里 ， 与 基因 组 其 他 部 分 相 比 ， 这 条 灭 活 的 
X 染色 体 的 乙酰 化 程度 要 低 很 多 。 我 们 在 前 几 童 (第 7 章 和 第 17 章 ) 中 所 看 到 的 ， 去 
乙酰 化 的 组 蛋白 与 基因 组 中 不 转录 的 区 域 相关 ，。 

细胞 是 如 何 选 择 将 哪个 Χ 染色 体 灭 活 呢 ? 这 一 答案 现在 还 不 清楚 。 但 另 一 个 调控 
RNA 可 能 是 关键 。 这 个 RNA 也 是 由 Xic 位 点 编码 的 ， 但 它 在 另 一 条 DNA 链 上 并 与 
Xist BARB. ERMA Tsis (将 Xist 反 过 来 拼写 ) ， 起 负 调 控 Xist 的 作用 。 事实 上 ， 
如 采 某 一 条 六 染色 体 上 的 Tsiz 发 生 了 突变 ， 这 条 染色 体 将 被 选 为 灭 活 的 染色 体 。 因 
此 ，Xist Al Tsis RNA 生成 和 稳定 的 平衡 将 在 每 一 个 细胞 中 导致 这 样 或 那样 的 结果 。 

与 哺乳 动物 一 样 ， 剂 量 补 偿 在 所 有 动物 中 都 是 必需 的 ， 包 括 线虫 和 果 蝇 的 例子 。 但 
在 不 同 的 情况 下 ， 补 偿 的 机 制 是 不 同 的 。 例 如 ， 在 果 蝇 中 ， 剂 量 补 偿 是 通过 增强 雄性 的 
X 染色 体 连 锁定 基因 的 表达 〈 而 不 是 降低 肉 性 的 表达 ) 来 实现 的 。 但 是 在 这 里 ， 非 编码 
vat RNA 也 参与 了 这 一 机 制 。 在 这 个 过 程 中 ，RNA ( 称 为 roXI 和 roX2) 参与 将 染 
色 质 修饰 结合 体 聚 集 到 雄性 X 染色 体 上 的 基因 而 帮助 激活 转录 。 

在 小 鼠 的 某 些 印迹 基因 得 中 也 发 现 了 非 编码 RNA。 我 们 已 在 第 17 章 中 讨论 过 基因 
表达 的 印迹 。 在 已 讨论 过 的 机 制 的 基础 上 ， 现 在 相信 认为 在 一 些 情 况 下 调控 RNA 也 部 
分 参与 了 这 一 过 程 ， 它 们 所 起 的 作用 可 能 类 似 于 X- 灭 活 中 的 Xist 和 Tisz 。 这 种 非 编码 
RNA 是 由 在 各 个 基因 簇 中 发 现 的 印迹 控制 区 域 (imprinting control region, ICR, KI 
17-26) 调控 的 ， 它 们 沉默 同一 染色 体 上 的 邻近 基因 。DNA 和 组 蛋白 的 甲 基 化 都 参与 这 
一 沉默 机 制 。 


小 结 


尽管 早 在 1961 年 便 已 提出 RNA 分 子 有 可 能 是 基因 调控 因子 , 但 直到 近 几 年 ， 
RNA 作为 调控 因子 的 普遍 存在 和 重要 作用 才 被 阐明 。 在 这 之 前 ， 只 有 E. coli HER 
酸 操 纵 子 (trp operon) 的 豪 减 作用 这 一 个 罕见 的 例子 。 在 那个 例子 中 , 已 知 mRNA 
的 5 区 RNA 序列 调控 下 游 基 因 的 表达 ， 这 个 RNA 区 域 中 另 一 种 方式 的 分 子 内 碱 基 配 
对 形成 的 为 一 种 不 同 的 二 级 结构 ， 对 基因 产生 不 同 的 影响 。 一 种 构象 中 ， 在 进入 下 游 基 
因 的 编码 区 之 前 转录 就 被 终止 ， 而 在 另 一 种 构象 中 ， 转 录 能 够 继续 ， 基 因 能 够 表达 。 这 
些 基因 编码 色 氨 酸 合成 相关 的 酶 ， 其 是 否 表达 取决 于 待 用 的 色 氨 酸 空 载 CRNA: 如 果 细 
胞 中 空 载 tRNA 很 少 ， 那 么 色 氨 酸 就 被 需要 而 基因 就 需 表达 ; 如 果 细 胞 中 含有 大 量 的 
Hak AM tRNA, trp 基因 的 转录 就 被 终 目 ， 

核糖 开关 调控 基因 的 机 制 与 此 相似 基因 的 5"- 非 翻译 区 二 级 结构 的 不 同 决定 这 些 
基因 是 否 转 录 (或 者 在 一 些 情况 下 ， 决定 翻 译 是 否 启 动 )。 在 核糖 开关 的 作用 下 ， 选 择 
哪 一 种 二 级 结构 取决 于 它 与 控制 那个 基因 的 RNA 配 体 的 直接 结合 。 它 们 都 是 小 的 代谢 
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产物 EEK Biz. SAM, SSE) 和 基因 ， 这 些 基因 分 别 受 控 ， 编 码 那些 使 用 这 些 代 
谢 产 物 的 酶 。 

E. coli 也 编码 以 反 式 调控 基因 的 小 RNA ( 称 为 sSRNA)。 这 些 sRNA 是 由 小 基因 
编码 的 ， 与 mRNA 的 互补 序列 形成 碱 基 配 对 。 这 种 情形 要 么 抑制 这 些 靶 mRNA 的 翻 
详 ， 导 致 它们 的 降解 ， 要 么 在 某 些 情况 下 促进 它们 的 翻译 。 细 菌 的 小 RNA 的 作用 在 很 
多 方面 与 真 核 细 胞 中 的 调控 基因 的 小 RNA 相似 ， 尽 管 真 核 生 物 生 成 调控 ΕΝΑ 的 机 制 
和 它们 对 靶 基 因 产 生 影响 的 机 制 与 细菌 的 很 不 一 样 。 

真 核 生物 将 RNAI 中 的 dsRNA 作为 基因 沉默 剂 。 特 殊 的 酶 (Drosha， 更 多 情况 下 
是 Dicer) 识别 dsRNA， 并 以 短 RNA CK 21~22 BHM) 生成 基因 沉默 的 活性 因子 。 
dsRNA 撒 物 是 由 两 条 互补 链 的 碱 基 配对 形成 的 ， 或 者 通过 单个 分 子 的 折 春 形成 具有 特 
定 双 链 区 的 二 级 结构 。 而 前 一 种 情况 是 由 Dicer 作用 的 ， 生 成 的 短 产物 称 为 siRNA; 后 
一 种 需要 Dicer， 然 后 是 由 Drosha 作用 的 ， 产 物 被 称 为 miRNA. Dicei 和 Drosha 都 含 
有 核酸 酶 的 结构 域 ，RNA 底 物 的 剪 切 是 以 RNA 长 度 和 结构 ， 而 非特 殊 的 序列 为 基 
础 的 。 

siRNA 和 mRNA 一旦 形成 ， 其 功能 在 本 质 上 是 相同 的 。 它 们 被 整合 进 称 为 RISC 
的 机 右 中 ， 其 中 一 条 RNA 链 被 选 作 “指导 RNA”， 指 导 成 熟 的 RISC SHE RNA AE 
ADA Tat RNA 结合 。 一 旦 结合 ，RISC 要 么 沉默 RNA (通过 催化 含有 RNAase 相关 结 
构 域 的 底 物 Argonaute) 9 要 么 抑制 mRNA 的 翻译 。 选择 哪 种 方式 的 沉默 基本 上 取决 于 
指 寻 RNA 和 靶 RNA 的 碱 基 配 对 的 程度 一 一 配对 越 好 ， 越 有 可 能 引发 沉默 。 指 导 RNA 
也 可 以 指导 RISC 的 相关 组 蛋白 修饰 复合 体 与 启动 子 区 相 结 合 ， 通 过 修饰 启动 子 而 在 转 
录 水 平 上 沉默 基因 。 即 使 在 这 些 情况 下 ， 与 启动 子 相 结合 也 很 有 可 能 是 通过 指导 ΕΝΑ 
5 mRNA 的 碱 基 配 对 达到 的 ， 但 在 这 个 例子 中 ，RNA 仍然 形成 ， 因 此 与 这 个 基因 上 的 
RNA 聚合 酶 下 有关 。 

miRNA 是 由 生物 体内 的 基因 编码 的 ， 在 发 育 过 程 中 它们 起 基因 调控 的 作用 ， 这 在 
线虫 和 植物 中 已 有 研究 得 很 好 的 例子 。miRNA 也 与 癌症 相关 ， 有 些 miRNA 被 归 类 为 
抑 站 基因 ， 有 的 被 归 类 为 致癌 基因 。 形 成 siRNA 的 dsRNA 来 源 不 一 ， 它 们 既 可 能 来 
目 侵 染 的 病毒 ， 也 可 能 来 自重 复 区 域 的 转录 (着 丝 粒 或 转 座 子 )， 或 是 有 意 导 人 到 细胞 
中 的 〈 在 硕 望 下 调 特定 基因 表达 的 实验 中 ) 。RNAi 的 使 用 已 成 为 常规 工具 ， 在 传统 遗 
传 学 不 起 作用 的 系统 中 特别 有 意义 。 | 

最 后 ， 我 们 讨论 了 调控 重要 生物 学 过 程 的 非 编 码 ΕΝΑ 的 一 个 实例 。 肉 性 动物 有 两 
条 X 染色 体 ， 而 雄性 动物 只 有 一 条 X 染色 体 〈 和 一 条 了 染色 体 ) 。 为 了 保证 两 种 性 别 产 
生 大 致 相同 数量 的 Χ 染色 体 基 因 产 物 ， 这 种 不 等 的 染色 体 数量 必须 由 剂量 补偿 的 机 制 
来 纠正 。 哺 乳 动物 通过 在 肉 性 中 灭 活 其 中 一 条 X 染色 体 而 实现 剂量 补偿 。X 染色 体 编 
码 的 一 种 RNA 分 子 (Xist) 调控 这 一 过 程 。 
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发 育 和 进化 的 
基因 调控 


本 音 概 要 人 体 拥有 200 多 种 不 同 的 细胞 类 型 ， 
它们 都 来 自 于 单一 细胞 一 -受精 卵 。 这 些 


ee 相同 遗传 背景 的 细胞 通过 在 发 育 过 程 中 不 
三 种 不 同 的 策略 指导 细胞 在 发 育 
i 发 育 中 的 肌肉 细胞 表达 特殊 形式 的 肌 动 蛋 


oo | | 白 、 肌 浆 球 蛋 白 、 原 肌 球 蛋 和 白 ， 而 这 些 蛋 
三 种 确定 差异 基因 表达 策略 的 例证 。 “不 全 出现 在 其 他 组 织 如 肝脏 和 肾脏 中 


κ 从 以 下 的 叙述 可 见 这 种 差异 基因 表达 的 程 

Ae he AR AR Az Β ΗΠ ΤΗΕ oS RE. HN OCA ES, un ewe ee ἠι HH 
è AKA 15 000~20 0004 FEA. mA ΗΕΣΙ 

同 源 异 型 基因 : 一 类 重要 的 物 则 拥有 此 数 的 2 倍 多 ， 即 25 000 ~ 
发 育 调 节 因 子 30 000 个 基因 。 全 基因 组 微 阵 列 可 检测 哪 


些 基 因 在 特定 组 织 的 表达 。 人 例如， 大约 
7%~8% (48 1500 个 基因 ) 的 秀丽 新 小 杆 线虫 的 基因 会 在 肌肉 组 织 中 表达 (图 19-1). 
不 同类 型 的 细胞 ， 如 肌肉 细胞 和 神经 元 细胞 会 表达 不 同 但 又 部 分 重 释 的 一 系列 基因 。 通 
党 一 种 细胞 表达 的 基因 有 不 到 一 半 可 见于 另 一 种 细胞 ， 而 决定 每 种 细胞 特异 性 的 标志 其 
因 也 不 过 100 个 CHE 19-1), 


oo o = > r . 2. 图 19-1 微 阵列 比较 线虫 两 种 组 织 (肌肉 
r ιτ"... 和 神经 元 ) 的 基因 表达 模式 。 每 个 格 点 包 
“~n α» 含 一 个 线虫 基因 的 短 DNA 片段 。RNA 从 
r” ο... 肌肉 和 神经 元 组 织 提取 后 分 别 以 红 、 绿 两 
rr 色 荧 光 染 料 标记 。 因 而 ， 红 点 代表 表达 肌 
肉 的 基因 ， 绿 点 代表 表达 于 神经 元 的 基 
因 。 贰 点 则 表明 基因 在 两 种 组 织 都 有 表 
达 。 由 此 看 出 两 种 组 织 表 达 了 不 同 的 基因 
组 合 。( 来 源 : Courtesy of Stuart Kim. ) 
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那么 来 目 于 同一 受精 卵 的 细胞 是 如 何 建 立 不 同 的 基因 表达 程序 的 呢 ? 大 部 分 差异 基 
因 和 未 达 是 在 转录 水 平 调 节 的 ， 前 两 章 摘 述 了 这 种 表达 的 基本 机 制 。 本 章 前 半 部 分 我 们 将 
描述 细胞 在 发 育 过 程 中 是 如 何 通 讯 以 确保 正常 发 育 所 需 的 一 套 特 定 基 因 的 表达 。 这 些 调 
三 机 制 部 会 给 出 例子 。 后 半 部 分 我 们 将 描述 这 些 机 制 是 如 何 与 第 17 章 谈 到 的 转录 调节 
机 制 结合 来 调节 整个 机 体 ， 如 果 晶 的 发 育 。 在 本 章 的 最 后 ， 我 们 将 讨论 基因 调控 的 改变 
是 如 何 造 成 进化 中 的 动物 形态 各 异 的 ， 另 外 还 将 描述 一 类 极为 重要 的 发 育 控制 基因 一 一 
Hox 基因 。 


三 种 不 同 的 策略 指导 细胞 在 发 育 过 程 中 表达 不 同 的 基因 组 合 


我 们 已 经 看 到 基因 表达 是 如 何 受 到 细胞 从 环境 接收 的 信号 的 调节 。 例 如 ， 乳 糖 在 大 
肠 杆菌 中 活化 乳糖 操纵 子 ， 在 哺乳 动物 病毒 感染 激活 B- 干 扰 素 的 表达 。 本 章 将 集中 描述 
遗传 育 景 相 同 的 细胞 表达 不 同 的 基因 进而 分 化 为 不 同 的 细胞 类 型 的 策略 。 三 种 主要 策略 
是 : MRNA 定位 (mRNA localization) 、 细 胞 -细胞 接触 (cell-to-cell contact) Κλ 
言 写 分 了 于 扩散 传导 (signaling through the diffusion of a secreted signaling molecule) 
(图 19-2), AERP ΗΕ] ΔΕ aN F 
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图 19-2 发 育 过 程 中 启动 差异 基因 活性 的 三 种 策略 。a。 在 某 些 动物 ， 卵 细胞 的 部 分 母系 RNA 
在 受精 前 后 定位 化 。 在 这 个 例子 中 ， 特 定 的 RNA CRER) 定位 于 卵细胞 的 植物 极 (底部 )。 
b. 细胞 A 必须 与 细胞 B 直接 反应 激化 细胞 B 表 面 的 受 体 。 这 是 因为 细胞 A 的 配 体 “ 系 ” 在 细 
胞 也 的 细胞 膜 上 。c， 在 这 个 例子 中 ， 细 胞 表现 出 远 距离 信号 传导 。 细胞 0 分泌 信号 分 子 并 扩散 
全 细胞 间 质 。 不 同 的 细胞 (1. 2. 3) 接收 这 些 信号 并 最 终 产生 基因 活性 的 改变 。 


由 于 细胞 骨架 固有 的 极 性 使 某 些 RNA 在 卵细胞 和 胚胎 中 被 定位 化 


一 种 建立 两 个 相同 遗传 背景 的 细胞 不 同 特性 的 策略 是 在 细胞 分 裂 过 程 中 使 关键 的 调 
让 分 子 非 对 称 性 分 配 ， 即 子 细胞 得 到 不 同 量 的 调节 分 子 从 而 在 发 育 过 程 中 经 历 不 同 的 过 
Fe, TEI APART PR AH) FE mRNA。 这 些 mRNA 为 RNA 结合 蛋白 和 信号 传导 
分 子 编码 ， 更 为 常见 的 是 编码 转录 活化 子 和 抑制 子 。 尽 管 这 些 蛋白 质 产物 的 功能 多 种 多 
RNA PE, {E mRNA 的 定位 具有 共同 机 制 。 通 常 ， 
cc 它们 沿 着 细胞 骨架 成 分 肌 动 蛋白 或 微 管 蛋白 
; 运输 。mRNA 分 布 的 非 对 称 性 来 自 于 这 些 成 

分 的 非 对 称 性 。 
WAERM ERA KERE, ΕΠΙ 
由 为 正 端的 定向 生长 〈 图 19-3), mRNA 可 经 
由 结合 其 3 端 非 翻 译 区 (〈3'-untranslated 
19-3 适 配 蛋 自 与 mRNA 3'- 端 非 翻译 区 (3 trailer，3 -UTR) 的 特定 序列 的 适 配 蛋 白 
UTR) 的 特定 序列 结合 。 适 配 蛋白 还 与 肌 球 蛋白 (adapter protein) 从 细胞 的 一 端 转运 到 另 一 
结合 ， 后 者 沿 着 肌 动 蛋 白 丝 定向 由 负 端 向 延伸 中 端 。 适 配 蛋 白 包 含 两 个 结构 域 ， 其 一 结合 
ανα, mRNA 的 3-UTR， 另 一 个 结合 细胞 骨架 的 


党 ΝΣ aoe 3 E 
Fee OO ΒΚ; 
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特定 组 分 ， 如 肌 球 蛋白 。 依 据 适 配 蛋 白 的 不 同 ， 它 们 或 在 肌 动 蛋白 上 蠕动 或 随 肌 球 蛋白 
生长 而 移动 。 以 下 ， 我 们 将 会 看 到 这 些 基 本 过 程 是 如 何 使 mRNA 在 卵细胞 中 定位 或 者 
如 何 使 mRNA 限定 于 有 丝 分裂 后 的 子 细胞 中 。 


细胞 -细胞 接触 和 细胞 分 洲 的 信号 分 子 都 会 激发 相 邻 细胞 基因 表达 的 变化 


一 个 细胞 可 以 通过 产生 细胞 外 信号 蛋白 来 影响 相 邻 细胞 的 基因 表达 ， 这 些 蛋 白质 合 
成 后 或 者 沉积 在 细胞 膜 上 ， 或 者 分 泌 到 细胞 间 质 中 。 这 两 个 过 程 具有 共同 特点 ， 因 此 在 
这 里 一 并 和 叙述。 随后， 还 会 讲述 到 分 泌 信 号 的 其 他 作用 。 

特定 信号 经 由 接受 细胞 表面 的 受 体 识 别 ， 受 体 在 结合 了 信号 分 子 后 ， 启 动 接受 细胞 
基因 表达 的 变化 。 这 种 细胞 表面 受 体 到 细胞 核 的 通信 常常 涉及 信号 传导 途径 (signal 
transduction pathway)。 这 一 内 容 在 第 17 章 已 经 涉及 ， 其 要 点 概述 如 下 。 

有 时 ， 配 体 和 受 体 的 结合 会 触发 一 系列 酶 反应 并 最 终 修饰 核 内 的 调节 蛋白 (图 
19-4a)。 或者， 活化 的 受 体 造成 细胞 表面 或 细胞 质 的 DNA 结合 蛋白 释放 并 进入 细胞 核 
(图 19-4b)。 这 些 调节 和 蛋白 与 特定 的 DNA 识别 序列 结合 然后 活化 或 者 抑制 基因 表达 ， 
配 体 结合 还 可 以 造成 受 体 的 蛋白 水 解 剪 切 。 受 体 剪 切 后 胞 质 部 分 从 细胞 膜 释放 进入 细胞 
核 并 与 DNA 结合 蛋白 结合 从 而 调节 这 些 蛋 白质 相关 的 基因 (图 19-4c) 。 例 如 ， 这 些 转 
运 的 香 日 质 可 以 从 转录 抑制 子 转 变 为 转录 活化 子 ， 这 样 ， 此 前 被 抑制 的 基因 就 被 激活 
了 了， 我们 将 在 本 章 给 出 相应 的 例证 。 

在 细胞 表面 的 信号 分 子 只 控制 那些 与 其 有 直接 的 、 物 理 接触 的 细胞 的 基因 表达 。 我 
们 将 这 类 过 程 归 为 细胞 -细胞 接触 。 反 之 ,分 泌 于 细胞 间 质 的 信号 分 子 可 以 通过 长 距离 
发 挥 作用 。 有 些 通 过 1 一 2 个 细胞 半径 的 距离 ， 还 有 一 些 则 可 以 达到 50 个 或 更 多 个 细胞 
的 距离 。 长 距离 信号 分 子 有 时 对 位 置 效 应 有 作用 ， 这 将 在 下 一 节 讲 到 。 


分 洲 信号 分 子 梯度 可 以 引导 细胞 遵循 位 置 性 的 不 同 发 育 途 径 


发 育 生物 学 的 主题 之 一 是 位 置 在 细胞 发 育 中 对 发 育 中 的 胚胎 或 者 器 官 的 重要 性 。 定 
位 在 有 果 昌 胚胎 前 部 [也 就 是 前 区 (anterior region) ] 的 细胞 将 形成 成 体 果 蝇 的 头 部 ， 如 
触角 或 脑 ， 但 不 会 长 成 后 部 (posterior) 结构 ， 如 腹部 或 性 器 。 青 蛙 胚 胎 的 顶部 或 背部 
(dorsa) 表面 会 发 育成 铬 晨 或 成 年 蛙 的 脊柱 但 不 会 变 成 腹部 组 织 (ventral)， 如 胃 。 这 
些 例子 表明 细胞 的 归宿 受到 它们 在 发 育 胚 胎位 置 的 限定 ， 定 位 在 发 育 中 的 影响 叫做 位 置 
信息 (positional information) . 

建立 位 置信 息 的 最 常见 的 方式 涉及 第 17 章 所 述 策略 的 简单 延伸 ， 即 对 分 泌 信号 分 
于 的 运用 (图 19-5) 的 延伸 。 一 小 部 分 细胞 的 分 泌 信 号 分 子 形成 细胞 外 的 梯度 (extra- 
cellular gradient) (图 19-5a) 。 接 近 分 泌 细胞 的 那些 细胞 接受 高 浓度 的 分 泌 蛋 白 ， 发 育 
成 特定 的 细胞 类 型 。 那 些 相 距 较 远 的 细胞 则 接受 较 低 浓度 的 信和 号 分 子 而 经 历 不 同 的 发 育 
途径 ， 控 制 位 置信 号 的 信号 分 子 亦 被 称 为 成 形 素 (morphogen) ο 

定位 于 接近 成 形 素 的 细胞 接受 高 浓度 的 信号 分 子 ， 因 而 得 到 所 结合 受 体 的 最 大 活化 ; 
而 远离 信号 源 的 细胞 接受 低 浓 度 的 信号 分 子 ， 只 有 部 分 细胞 表面 的 受 体 得 到 活化 。 假 设 有 
3 排 细 胞 接近 成 形 素 ， 第 一 排 细 胞 有 1000 个 受 体 得 到 活化 ， 第 二 排 有 500 个 受 体 ， 最 外 一 
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19-4 信号 传导 的 不 同 机 制 。 配 体 〈 或 称 信号 分 子 ) 与 细胞 表面 受 体 结合 。a. 活化 的 受 体 诱发 潜伏 
的 细胞 激酶 并 最 终 造 成 细胞 核 内 DNA 结合 蛋白 的 磷酸 化 。 磷 酸化 造成 调节 蛋白 活化 或 者 抑制 特定 基因 
的 转录 。b. 活化 的 受 体 使 细胞 质 中 休眠 的 DNA 结合 蛋白 得 到 释放 并 进入 细胞 核 ， 在 细胞 核 内 调节 蛋 
日 活化 或 者 抑制 特定 基因 的 转录 。c. 活化 的 受 体 受 到 细胞 质 中 蛋白 水 解 酶 的 前 切 ， 使 受 体 ο 端 部 分 进 
入 细胞 核 与 特定 的 调节 蛋白 反应 。 产 生 的 蛋白 质 复合 体 活 化 特定 基因 的 转录 。 


层 只 有 200 个 (图 19-5b)。 受 体 占 位 的 不 同 程度 直接 导致 接收 细胞 的 差异 基因 表达 。 

如 上 所 述 ， 信 号 分 子 与 细胞 表面 受 体 的 结合 以 不 同方 式 引发 细胞 核 内 特定 的 活化 转录 
因 于 浓度 的 增加 。 每 种 受 体 控制 特定 的 转录 调节 因子 进而 控制 特定 基因 的 表达 。 细 胞 表面 
尝 成 形 系 活 化 受 体 的 数量 决定 了 转录 调节 因子 在 核 内 出 现 的 数量 。 最 接近 成 形 素 的 细胞 将 
FIA RENAE CAF (图 19-5c); 相反 ， 远 离 信号 源 的 细胞 只 有 中 等 或 低 浓度 的 
榜 录 活化 因子 。 因 而 ， 细 胞 表面 活化 受 体 的 数量 与 核 内 转录 活化 因子 的 量 成 对 应 关系 。 那 


三 种 不 同 的 策略 指导 细胞 在 发 育 过 程 中 表达 不 同 的 基因 组 合 。665 。 


么 ， 不 同 浓度 的 同样 的 转录 调节 因子 是 如 何在 不 同 细胞 中 调节 不 同 的 基因 表达 的 呢 ? 

在 第 16 ER, 我们 学 到 了 抑制 子 水 平 的 少量 变化 如 何 确定 感染 细菌 细胞 是 溶解 
或 者 溶 原 。 同 样 ， 成 形 素 浓 度 的 少量 变化 进而 导致 核 内 转录 调节 因子 的 变化 确定 了 细胞 
的 性 质 。 具 有 高 浓度 已 知 转录 调节 因子 的 细胞 可 以 激活 那些 在 中 浓度 或 者 低 浓度 信和 号 分 
并 细胞 激活 的 基因 (图 19-5d)。 由 调节 蛋白 的 浓度 确定 基因 表达 的 差异 调节 是 发 育 生 
物 学 中 最 重要 的 、 贯 穿 始 终 的 机 制 。 为 此 ， 本 章 将 提供 多 个 例证 。 


结合 受 体 数量 


C 


细胞 核 中 被 激活 
的 转录 因子 水 平 


19-5 ”一群 细 胞 产生 信号 分 子 或 成 形 素 扩散 至 细胞 间 质 。a. 细胞 1、2、3 由 于 离 信 号 源 的 路 
离 不 同 而 接受 不 同 程度 的 浓度 信号 分 子 。b. 细胞 1、2、 3 拥有 程度 不 同 的 活化 的 细胞 表面 受 体 。 
“3 种 细胞 含有 一 至 多 种 调节 蛋白 。 简 而 言 之 ， 活 化 的 细胞 表面 受 体 与 进入 细胞 核 的 调节 因子 的 
量 圣 线性 关系 。d. 不 同 浓度 的 调节 因子 导致 不 同 组 的 基因 的 表达 。 细 胞 1 具有 最 高 浓度 调节 因 
于， 表达 基因 A、B、C。 细 胞 2 具有 中 等 浓度 调节 因子 ， 表 达 基 因 B、C， 但 不 表达 基因 A, 这 
个 浓度 还 不 足以 活化 基因 A。 最 后 ， 细 胞 3 具有 最 低 浓度 的 调节 因子 ， 只 表达 基因 C， 而 基因 
A、B 的 表达 则 需要 更 高 浓度 的 调节 因子 ，。 
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三 种 确定 差异 基因 表达 策略 的 例证 


Ashl 受 体 定 位 导致 ΗΟ 基因 关闭 并 控制 酵母 交配 类 型 


在 叙述 动物 胚胎 mRNA 定位 之 前 ， 先 来 看 一 看 相对 简单 的 酵母 的 情形 。 酵 母 可 以 
以 出 芽 的 方式 以 单 倍 体形 式 生长 〈 图 19-6) 。 复 制 后 的 染色 体 分 布 于 两 个 非 对 称 的 细胞 
中 一 一 祖 细胞 或 母 细胞 和 小 一 点 的 芽 细 胞 或 子 细胞 ΓΗ͂ 19-6a) 。 这 些 细胞 可 以 以 两 种 交 
Bc a 型 和 a 型 存在 ， 详 见 第 10 章 和 第 17 章 。 

母 细 胞 和 子 细 胞 会 表现 出 不 同 的 交配 型 ， 这 种 差异 来 自 于 交配 型 转换 (mating- 
type switching) 过 程 。 母 细胞 在 出 车 后 能 转换 交配 型 ， 例 如 ，a 细胞 产生 a 子 细 胞 ， 但 


8 交配 型 a 子 细 


oo 
AEF Onn, 


a 


e κος κ κ κοκ 


ον. 


ΗΟ 表达 


Wo 


19-6 ” 单 倍 体 酵 母 细胞 交配 型 a 经 过 出 芽 产 生母 细胞 和 较 小 的 子 细胞 。a. 起 始 时 ， 两 个 细胞 都 
ve SCA a, 但 有 时 母 细 胞 可 以 转换 为 a 型。b. 子 细胞 由 于 具有 定位 的 Ashl 转录 抑制 子 阻止 了 
ΗΟ 基因 的 表达 而 不 能 进行 转换 。 母 细胞 则 不 然 ， 由 于 缺少 ash] 基因 表达 从 而 可 以 表达 HO 基因 。 


三 种 确定 差 开 基因 表达 策略 的 例证 。667 . 


随 之 就 转换 为 a 交配 型 (图 19-6b)， 

将 换 过 程 由 HO 基因 产物 控制 。 从 第 10 章 我 们 得 知 ，HO 蛋白 是 一 种 序列 特异 性 
内 切 酶 。HO 通过 对 两 个 沉默 的 交配 型 盒 之 一 制造 双 链 断 裂 来 引发 交配 型 位 点 的 基因 转 
换 。 在 第 17 章 我 们 见 到 了 HO 是 如 何在 母 细 胞 中 活化 的 ， 在 子 细胞 中 由 于 抑制 子 Ashl 
的 选择 性 表达 导致 HO 基因 的 不 表达 (图 19-7) ， 这 也 是 子 细胞 不 能 进行 交配 型 转换 的 
原因 所 在 。 基 因 ashl 出 芽 前 在 母 细 胞 中 转录 ， 但 编码 RNA 通过 以 下 过 程 在 子 细胞 中 
定位 。 在 出 芽 过 程 中 ，ashl mRNA 附着 在 微 管 的 生长 端 。 多 种 蛋白 质 起 到 适配器 的 作 
用 ， 其 一 问 结 合 ashl mRNA 的 3 -UTR， 另 一 端 结 合 微 管 。 微 管 从 母 细 胞 的 细胞 核 延 
伸 到 出 芽 部 位 ， 由 此 方式 将 asj mRNA 转运 至 子 细胞 。 在 定位 到 子 细胞 后 ，ash] 
mRNA 翻 详 为 抑制 子 蛋 白 ， 该 蛋白 质 与 HO 基因 结合 并 抑制 其 转录 。HO 基因 在 子 细胞 
的 沉默 阻止 了 子 细胞 交配 型 的 转换 ，。 


定位 于 芽 体 的 
ash] mRNA 
Æ PÈ 


m 


19-7 αὐ] mRNA 在 出 芽 过 程 中 的 定位 。a. ashl 基因 在 出 芽 过 程 中 于 母 细 胞 中 转录 。 其 编码 mRNA 通过 
市 极 性 的 肌 动 蛋白 丝 滑 人 芽 体 ， 并 从 蛋白 质 丝 的 负 端 延伸 到 生长 中 的 正 端 。b. ashl mRNA 的 转运 依赖 She? 
和 She3 适 配 蛋 白 对 3 -UTR 特殊 序列 的 结合 。 这 些 适 配 蛋白 结合 肌 球 蛋白 ， 后 者 携带 着 αὐι] mRNA 在 肌 动 
重 日 上 一 起 移动 。 (来 源 : Adapted from Alberts B. οἱ al. 2002. Molecular biology of the cell, 4th edition, 
p. 971, f. 16-84, part a. Reproduced by permission of Routledge/Taylor & Francis Books, Inc. ) 


7S FEROS SPA mRNA 定位 在 果 晶 发 育 过 程 中 的 作用 。 同 样 ， 这 种 定位 也 是 
通过 适 配 和 蛋白 对 3 -UTR 序列 的 结合 来 介 导 的 ( 框 19-2). 

从 酵母 的 交配 型 开关 研究 中 发 现 的 第 二 条 规律 也 同样 在 果 蝇 发 育 中 适用 : 广泛 分 布 
的 激活 子 与 局 部 存在 的 抑制 子 相互 作用 ， 在 每 个 特定 细胞 中 建立 起 精确 的 表达 模式 。 在 
Ree, SWIS 和 蛋白质 负责 HO 基因 的 激活 表达 ( 见 第 17 章 ) 。 这 个 激活 子 在 出 芽 时 的 
母 细胞 和 子 细胞 中 都 存在 ， 但 其 打开 HO 的 能 力 仅 限于 母 细 胞 中 ， 因 为 在 子 细胞 中 有 
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抑制 子 Ashl 的 存在 。 换 名 话说， 尽管 有 SWI5 基因 的 存在 ， 但 Ashl 使 子 细胞 的 HO 
基因 处 于 关闭 状态 。 


三 种 确定 差异 基因 表达 策略 的 例证 。669 。 


定位 的 mRNA 启动 海 鞘 豚 胎 肌肉 的 分 化 


定位 后 的 mRNA 在 相同 遗传 背景 的 细胞 中 能 建立 差异 的 基因 表达 。 正 如 酵母 子 细 
胞 的 命运 受制 于 ashl 基因 的 遗传 一 样 ， 发 育 胚胎 细胞 可 通过 遗传 定位 的 mRNA 而 被 引 
寻 经 历 特定 的 发 育 途 径 〈 框 19-3) 。 

在 海 萌 肌 肉 的 发 育 过 程 中 ， 确 定 细胞 形成 肌肉 的 主要 因素 为 叫做 Macho-1 的 调节 
RH., Machol mRNA 在 未 受精 卵 的 细胞 质 中 均匀 分 布 ， 但 在 受精 后 就 局 限 在 卵 的 植 
Hm ΟΕ) (图 19-8)。 最 终 ， 在 八 胚 期 只 有 两 个 细胞 遗传 了 这 个 mRNA， 这 些 细胞 
最 终 形 成 尾 肌 。 
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色素 并 不 是 决定 肌肉 的 要 来 或 者 确定 
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19-8 Machol mRNA 在 受精 卵 的 定位 。a. Machol 在 未 受精 卵 的 细胞 质 中 均匀 分 布 。 受 精 后 卵细胞 经 过 非 
对 称 分 裂 形成 极 体 〈 顶 端 ) 。 此 时 ，Macho-l mRNA 局 限于 底部 。 很 快 ， 在 单 细 胞 胚胎 分 裂 前 Macho-1 mRNA 
重新 定位 。 这 个 过 程 发 生 在 卵细胞 的 第 二 次 非 对 称 减 数 分 裂 期 间 。Macho-l mRNA 分 布 在 单 细 胞 胚胎 的 一 角 ， 
此 角 最 终 变 成 ΒΑ. 1 卵 母 细胞 (Blastomere) 。 这 些 细 胞 将 分 化 成 尾 肌 。 (来 源 : a. Adapted from Nishida H. and 
Sawada K. 2001. macho-1 encodes a localized mRNA in ascidian eggs. Nature 409: 725，Fig. 1 c, d, e only. 
Copyright© 2001 Nature Publishing Group. Used with permission. ) 


Macho-1 mRNA jts DNA HAEA AFEA, TELA REA, ola 
A ALEK Ae Se PE EA. ΜΗ, ik He SE ZEW iA, Fy Machol 只 
在 肌肉 表达 。 在 本 章 的 第 二 部 分 ， 我 们 将 看 到 定位 mRNA 合成 的 调节 蛋白 如 何 活化 或 
者 抑制 基因 表达 ， 控 制 不 同类 型 细胞 的 形成 。 


细胞 -细胞 接触 在 成 孢子 细菌 激活 差异 基因 表达 中 的 作用 


第 二 种 建立 差异 基因 表达 的 策略 是 细胞 -细胞 接触 。 我 们 以 较为 简单 的 枯草 芽孢 杆 
菌 为 例 。 在 恶劣 条 件 下 ， 枯 草 芽 孢 杆菌 形成 抱 子 ， 这 个 过 程 的 第 一 步 是 在 孢子 前 体 孢 子 
吉 的 一 问 生 成 隔膜 ， 通过 隔膜 形成 两 个 不 同 大 小 的 细胞 ， 小 的 叫 前 孢子 (forespore)， 
并 最 终 形 成 孢子 ; 大 的 叫 母 细胞 ， 协 助 孢 子 的 形成 (图 19-9)。 如 下 所 见 ， 前 孢子 影响 
紧邻 的 母 细 胞 的 基因 表达 。 

前 孢子 拥有 活化 的 特殊 的 c 因子 ，of ， 它 在 母 细 胞 不 具有 活性 。 在 第 16 章 中 ， 我 
们 看 到 σ 因子 是 如 何 与 RNA 聚合 酶 结合 并 选择 特定 的 表达 邯 启 动 子 的 。oF 激活 spo 了 [R 
基因 ， 后 者 编码 一 种 分 泌 编 码 和 蛋白 Spoll R. Spo I] R 分泌 到 母 细 胞 和 前 孢子 的 膜 间 阶 ， 
在 那里 使 母 细 胞 的 of 原水 解 。c: 原 是 σ᾽ 的 非 活 性 前 体 ，oF REA N 端的 抑制 域 ， 抑 
制 σ᾽ 的 活性 并 使 其 挂 在 母 细 胞 膜 上 (图 19-9)。Spo 了 TR 引发 Ν 端 多 肽 的 水 解 ， 释 放出 
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RAMI ERY σ᾽, σ' 在 母 细胞 激活 一 系列 与 前 孢子 不 同 的 基因 的 表达 。 在 这 里 ， 
Spo 必 R 作 为 信号 分 子 在 前 孢子 和 和 母 细胞 的 界面 起 作用 ， 通 过 处 理 后 的 活化 的 of 引发 紧 
邹 的 母 细胞 的 差异 基因 表达 。Spo JR 诱发 作用 只 能 靠 细 胞 -细胞 接触 ， 因 为 所 产生 的 少 
量 的 Spo 卫 R 不 足以 触发 其 他 细胞 释放 oF，。 


19-9 杭 草 芽孢 杆菌 母 细 胞 和 前 孢子 的 非 对 称 基 因 活 性 依赖 于 不 同类 型 因子 的 活化 。 spo [| R 基因 经 前 孢子 
的 c 活化 ， 其 编码 的 Spo ll Κ 蛋白 与 母 细 胞 ( 左 ) 和 前 孢子 ( 右 ) 之 间 的 隔膜 结合 。SpoTER 启动 母 细胞 非 活性 
HJ σ᾽ (oF 原 ) 的 水 解 使 其 活化 。 活 化 的 of 募集 ΕΝΑ 聚合 酶 ， 激 活 母 细 胞 特定 的 基因 。 (来 源 ，Losick R. and 
Straiger P. 1996. Sporulation in Bacillus subtilis. Ann. Rev. Genet. 30; 209, Fig. 3, part a. with permission 


from the Annual Review of Genetics, Vol. 30. © 1996 by Annual Reviews. www. annualreviews. org. ) 


昆虫 中 枢 神 经 的 Notch 信号 传导 控制 皮肤 神经 调节 转换 


我 们 现在 转向 动物 胚胎 中 的 细胞 -细胞 接触 的 例子 ， 令 人 惊异 的 是 它们 与 枯草 芽孢 
杆菌 的 过 程 极为 相似 。Spo TR 引起 of 原水 解 活化 ， 后 者 使 ΕΝΑ 聚合 酶 与 特定 基因 的 
局 动 子 序列 结合 。 在 下 面 的 例子 中 ， 细 胞 表面 的 受 体 受 到 前 切 ， 其 细胞 质 部 分 转移 到 细 
胞 核 并 在 那里 结合 序列 特异 的 DNA 结合 蛋白 进而 活化 选 定 基因 的 转录 

在 这 个 例子 里 ， 需 要 先 对 昆虫 腹 神 经 索 的 发 育 做 个 介绍 (图 19-10), Ee Ha ia HAs 
FAITE A SA SARE HE FA AR BA. 它 来 目 于 神经 性 外 胚层 (neurogenic ectoderm) 
的 细胞 。 这 个 组 织 可 细 分 为 两 种 细胞 : 一 种 留 在 胚胎 表面 形成 腹部 外 皮 ， 另 一 种 移 人 胚 
胎 形 成 腹 神经 索 的 神经 元 (图 19-10a) 。 形成 皮肤 或 者 神经 元 的 决定 来 自 于 这 两 种 细胞 
的 信和 号 传导 途径 。 

人 发育 神经 元 在 其 表面 拥有 叫做 Delta 的 信号 分 子 ， 它 与 皮肤 细胞 表面 的 受 体 Notch 
征 合 (图 19-10b) 。Delta 对 Notch 的 活化 使 得 皮肤 细胞 不 能 发 育 为 神经 元 。 这 个 活化 
过 程 使 Notch 的 胞 内 部 分 Notch* 从 细胞 膜 释 放 进 入 细胞 核 ， 在 那里 结合 DNA 结合 蛋 
日 SuCH)。 产 生 的 Su(H)-Notch* 复 合体 活化 编码 转录 抑制 子 的 基因 进而 阻 断 神经 元 
的 发 育 。 

Notch 信号 传导 并 不 仅仅 只 是 诱导 Su( HH) 活 性 蛋白 的 表达 ， 而 是 具有 启动 调节 开关 
的 功能 。 没 有 信号 传导 时 ， Su( 肝 ) 可 以 与 多 个 和 蛋白质 结 合 ， 包 括 Hairless, CtBP 和 


外 胚层 表面 
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神经 母 细胞 对 
周围 细胞 的 侧面 抑制 


神经 元 
神经 节 母 细胞 


ΠΤ 


图 19-10 神经 外 胚层 形成 两 种 主要 细胞 : 神经 元 和 皮 细 胞 (或 上 皮 )。a. RRA SEE 
层 能 够 形成 两 类 细胞 的 任 一 种 。 然 而 ， 一 旦 细胞 开始 形成 神经 元 或 者 神经 母 细胞 Ceu- 
roblast) 《网 格 中 间 的 黑色 细胞 )， 它 抑制 所 有 与 它 直 接 接触 的 细胞 。b. 这 种 抑制 造成 大 
部 分 这 些 细胞 保留 在 胚胎 的 表面 形成 皮 细 胞 。 相 反 ， 发 育 中 的 神经 元 移 人 胚胎 腔 形成 神 
ATG. (KVR: Photo from SkeathJ. B. and Carroll S. B. 1992. Regulation of proneural 
gene expression and cell fate during neuroblast segregation in the Drosophila embryo. De- 


velopment 114: 939-946, ) 
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Groucho (图 19-11). Su(H) ΕΚ #BA JE 

的 任何 一 个 的 结合 都 可 以 抑制 Notch 的 靶 基 

因 。Notch“ 进 入 细胞 核 后 取代 了 与 SuCH) 

结合 的 抑制 因子 ， 使 其 恢复 活性 ，Su(H) 转 
神经 抑制 因子 而 活化 受 它 抑制 的 基因 。 

细胞 -细胞 接触 基因 (Notch 靶 基因 ) Delta-Notch 信号 传导 依赖 于 细胞 -细胞 

接触 。 提 供 Delta 的 细胞 〈 神 经 元 前 体 ) 必 


da |. \ 1583 Notch 的 细胞 CER) 直接 接触 以 
/-56.,, ΡΝ » 便 活化 Notch 信号 传导 ， 抑 制 神经 元 分 化 。 


ο eanan 


. | PRERITA A ΗΖ} 5} ΠΗΓΗ σὲ 


——— Š 
上 皮 细 胞 -ᾱ-- Notch ay A HE AOA BY BF 
4 J Sonic Hedgehog 成 形 素 浓度 梯度 控制 


OOO OWA 


EE ΡΩΜΑ 
Ri、 


sii ἜΓ AE 5η 4 A ELR AB πι BY 76 πὶ 


Delta 活化 Notch 我 们 现在 转向 长 程 HoT RICH E 
将 位 置信 息 传 递 给 发 育 的 器 官 。 在 这 个 例子 
中 ， 我 们 将 继续 讨论 神经 分 化 ， 但 涉及 痊 椎 
SOWA. AES DR A, CEE 
段 未 来 背部 的 所 有 的 细胞 都 会 排列 在 背部 外 
脸 层 ， 然 后 以 协调 的 方式 依次 进入 胚胎 内 部 
形成 成 体 誉 椎 的 前 体 一 一 神经 管 。 

最 徘 近 神 经 管 腹部 的 细胞 形成 特殊 的 结 
构 叫 做 底板 (floorplate) (图 19-12)。 底 板 
是 细胞 分 泌 因 子 Sonic hedgehog (Shh) 的 

表达 位 点 ， 它 是 一 种 梯度 型 成 形 素 。 

Shh 从 底板 分 刻 并 在 神经 管 的 底部 的 胞 
H 19-11 Notch-Su(H) 调 节 开 关 。 发 育 的 神经 元 外 间 质 形成 浓度 梯度 (图 19-12a) 。 神 经 管 
(神经 元 前 体 细胞 ) 并 没有 神经 抑制 子 的 基因 表达 。 内 的 神经 元 根据 它们 接受 的 Shh 的 数目 分 化 
细胞 表达 一 种 膜 结合 Delta 信号 分 子 。Delta 与 相 邻 稚 的 位 置 ， 离 底板 近 的 接受 高 浓度 的 Shh; 
细胞 的 Notch 受 体 结合 ，Delta-Notch 相互 作用 造成 还 一 些 的 则 接受 较 低 浓度 的 Shh。 细 胞 外 
该 细胞 的 Notch 受 体 的 活化 ， 进 一 步 分 化 变 成 上 Shh 的 浓度 梯度 导致 神经 管 不 同 细胞 的 Shh 
有 上 及。 活化 的 Notch 受 体 经 细胞 蛋白 水 解 酶 剪 切 ， 其 受 体 的 不 同 程度 地 活化 。Shh 浓度 梯度 至 少 


胞 内 部 分 释放 进入 细胞 核 。 这 部 分 的 Notch 受 体 使 Le 
VS 4 J 形成 《图 19-12b), 
Su( 且 ) 调 市 重 日 起 到 活化 子 而 不 是 抑制 子 的 作用 。 a t hieny a -- 


育成 神经 元 。 Shh， 其 细胞 表面 活化 的 Shh 受 体 的 数目 也 
高 。 这 些 细胞 接受 指令 形成 叫做 V3 的 不 同 
的 神经 元 。 远 离 底 板 靠近 神经 管 侧 面 的 细胞 接受 渐次 降低 的 Shh 蛋白 的 浓度 。 因 而 ， 
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较 少 数目 的 活化 的 Shh 受 体 ， 最 终 形成 运动 神经 元 。 较 低 浓度 的 Shh 引导 V2 和 V1 中 
则 神经 元 的 形成 (图 19-12b) 。 


a b 


V1 中 间 神 经 元 
ου. V2 中 间 神 经 元 
运动 神经 元 


Bees 


发 育 神经 管 横 截面 


图 19-12 冰 椎 动物 神经 管 神经 元 的 形成 。a. 分 泌 信 号 分 子 Sonic hedgehog (Shh) 在 发 育 神 
经 管 的 底板 表达 (图 中 底部 的 棕色 圆圈 )。Shh 蛋白 扩散 进入 神经 管 的 细胞 间 质 。 其 在 腹部 
浓度 最 高 ， 向 侧 部 方向 渐次 降低 。b. Shh 蛋白 的 阶梯 式 的 分 布 使 得 神经 管 的 腹部 形成 独特 的 
神经 细胞 类 型 。 它 的 高 和 中 等 浓度 的 分 布 导致 V3 和 运动 神经 元 的 形成 。 低 和 更 低 浓度 的 分 
布 导致 中 间 神 经 元 的 形成 。 (来 源 . Adapted from Jessell T. 2000. Neuronal specification in 
the spinal cord; Inducive signals and transcriptional codes. Nature Rev. Genet. 1: 20-29. 


Copyright © 2000 Natur Publishing Group Used with permission. ) 


这 些 不 同 程度 Shh 受 体 的 活化 又 是 怎样 生成 不 同 的 细胞 类 型 的 呢 ? 原因 是 Shh 受 
体 的 活化 造成 转录 活化 子 Gli 激活 特定 的 靶 基 因 的 表达 ，GHli 的 谤 发 部 分 受到 它 向 细胞 
ῬΑ Ἢ FIG AVES Hil, Shh 结合 其 细胞 表面 的 受 体 ， 使 非 活 化 的 Gli 以 活化 的 形式 进入 细 
胞 核 ， 胞 外 Shh 的 浓度 梯度 导致 了 相应 的 Gli 的 浓度 梯度 的 形成 。 也 就 是 说 ， 每 一 个 细 
胞 核 内 活化 的 Gli 的 数目 与 它们 离 底 板 的 距离 有 关 ， 越 近 则 浓度 越 高 。 

在 细胞 核 内 ，Gli 以 浓度 梯度 依赖 的 形式 激活 基因 表达 。 靠 近 底板 的 细胞 具有 峰值 
的 Gli 浓度 激活 促进 V3 神经 元 分 化 的 基因 的 表达 。 稍 微 低 一 些 的 Gli 浓度 则 指导 运动 
神经 元 形成 的 靶 基 因 的 激活 。 中 等 和 低 浓 度 的 Gli 分 别 引发 V2 和 νι 中 间 神 经 元 的 形 
成 。 下 一 六 ， 我 们 会 看 到 Gli 靶 基 因 调 节 区 DNA 对 Gli 不 同 的 亲和力 在 这 种 Shh-Gli ἔμ 
基因 的 分 化 调节 中 发 挥 了 重要 作用 。V1 基因 受 低 浓度 Gli 活化 ， 因 为 它们 调节 区 的 序 
列 对 Gi 具有 高 亲和力 。 相 反 ，V3 靶 基 因 具 有 低 亲 和 力 的 Gli 识别 序列 ， 只 受 峰 值 Shh 
信号 和 Gli 活化 子 浓度 的 活化 。 这 种 产生 基因 表达 和 细胞 分 化 的 多 种 阔 值 的 调节 原则 在 
后 期 果 蝇 豚 胎 中 表现 得 尤为 突出 。 
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企 本 章 的 其 余部 分 ， 我 们 集中 描述 果 蝇 的 胚胎 发 育 。 果 蝇 在 这 个 方面 的 分 子 细节 较 
之 于 任何 其 他 动物 胚胎 来 讲 最 为 完备 。 本 章 前 面 讨论 的 细胞 通信 的 各 种 机 制 以 及 前 面 音 
太 讲 到 的 基因 调节 在 这 个 例子 里 都 会 涉及 。 

定位 要 素 和 细胞 信号 途径 都 用 来 建立 产生 位 置信 息 的 调节 蛋白 的 梯度 浓度 ， 这 个 浓 
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度 所 成 前 -后 〈 头 - 尾 ) MA- S-E 体 轴 的 形成 。 这 些 调 节 和 蛋白 活化 子 或 者 抑制 子 
控制 那些 产生 豚 胎 不 同 的 确定 区 域 的 基因 表达 。 常 见 的 现象 是 对 复杂 调节 DNA (尤其 
是 复杂 的 增强 子 ) 的 利用 ， 经 过 转录 活化 子 和 抑制 子 的 交替 作用 产生 基因 表达 的 明显 开 
天 效应 。 


采 蝇 胚胎 发 育 概述 


未 临 生命 周期 与 人 类 相似 : 成 体 雄 性 对 雌性 受精 。 单 个 精子 进入 成 熟 卵子 ， 单 倍 体 
三 于 和 卵子 的 核 融合 形成 二 倍 体 的 受精 卵 核 。 这 个 核 卵 的 中 心 部 位 会 经 历 一 系列 几乎 同 
步 的 分 绚 。 由 于 没有 细胞 膜 来 分 隔 细胞 核 ， 胚 胎 就 变 成 了 所 谓 的 合 胞 体 (syncitium)， 
即 单个 细胞 多 个 核 。 下 一 个 系列 的 分 裂 中 ， 核 开始 向 卵 的 周边 移动 。 到 达 外 周 后 ， 核 完 
成 3 KAR, 24 6000 个 核 最 终 沿 着 中 心 的 卵黄 围 成 一 圈 。 在 受精 2~3h 后 ， 经 过 1h 的 
时 间 在 核 之 间 形 成 细胞 膜 。 

在 形成 细胞 膜 之 前 ， 核 是 全 能 的 〈totipotent) ， 或 者 是 未 予 授权 的 : 它们 并 没有 什 
么 特征 ， 仍 然 能 够 产生 任何 细胞 类 型 。 一 旦 细胞 化 ， 核 具有 不 可 逆 地 分 化 进入 果 蝇 的 
特定 组 织 。 框 19-4 叙述 了 这 个 过 程 ， 以 下 部 分 将 叙述 确立 这 种 剧烈 变化 过 程 的 分 子 
机 制 。 


果 蝇 胚胎 发 育 的 分 子 生 物 学 。 677 。 
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“ΜΗ Ae eG a A TE SBA AE Dorsal 的 控制 ， 此 蛋白 质 均 匀 分 布 于 未 受精 
卵 的 细胞 质 。 受 精 核 转移 到 卵 外 周 后 ， Dorsal 蛋白 从 底部 和 侧 部 进入 细胞 核 但 仍然 保 
留 在 细胞 质 的 顶部 (图 19-13) 。 卵 细胞 核 里 的 Dorsal 会 形成 与 神经 管 底部 细胞 Gli 相似 
的 浓度 梯度 。 

Dorsal 生日 对 核 转运 的 调节 由 信号 分 子 Spätzle 控制 。 这 个 信号 在 未 受精 卵 和 外 卵 
元 (outer egg shell) 细胞 膜 之 间 的 胞 外 间 质 存在 一 个 浓度 梯度 。 受 精 后 ，Spitzle 与 细 
胞 膜 表面 Toll 受 体 结合 。 根 据 Spätzle 浓度 的 不 同和 合 胞 体 胚胎 受 体 占 位 程度 ，Toll 受 
体 的 活化 程度 也 不 同 。Toll 受 体 在 腹 区 由 于 Spätzle 浓度 最 高 因而 活化 程度 也 最 高 ， 侧 
面 区 域 的 活化 程度 依次 减低 。Toll 信号 传导 造成 细胞 质 Cactus 抑制 因子 的 降解 进而 
Dorsal 释放 并 从 细胞 质 进 入 细胞 核 。 

ACE Dorsal 靶 基 因 的 活化 需要 Dorsal 蛋白 的 峰值 浓度 ， 另 一 些 只 需要 中 等 或 低 浓 
度 。 这 样 受 精 后 2h 内 ， 在 经 历 着 细胞 化 的 胚胎 中 ，Dorsal 的 浓度 梯度 就 设 定 了 横 跨 痊 - 
WH 3 THEA ZA BUA. IX SAUER oT 3 种 各 具 特 点 的 组 织 的 分 化 ， 中 胚层 、 腹 神 
经 外 胚层 和 痊 神 经 外 及 层 (图 19-14) 。 每 个 组 织 继续 在 成 体 果 蝇 形 成 特定 的 细胞 ， 中 
胚层 形成 飞行 肌 和 内 脏 ， 如 类 似 于 人 类 肝脏 的 脂肪 体 ， 腹 神经 外 胚层 和 痊 神 经 外 胚层 形 
成 腹 神 经 索 的 各 种 细胞 。 

我 们 现在 考虑 3 个 不 同 的 受到 高 、 中 、 低 浓度 Dorsal 基因 活化 的 基因 : twist. 
rhomboid, sog, Dorsal 樟 度 浓度 的 最 高 处 即 细 胞 核 活 化 最 靠近 腹部 的 18 个 细胞 的 


Dorsal 和 蛋白 
被 释放 到 细胞 核 


腹 侧 胞 外 信和 号 
(Spatzle 分 子 ) 


19-13 Spatzle-Toll 和 Dorsal 浓度 梯度 。a. 圆圈 代表 早期 果 蝇 胚胎 的 剖面 。Toll 受 体 均匀 分 布 在 
前 细胞 胚胎 的 细胞 膜 上 。Spitzle 信号 分 子 存在 浓度 梯度 ， 最 靠近 腹部 处 最 高 ， 其 结果 是 腹部 的 活 
HOSEA 4; FAM EB ALAS AB. Toll 信号 传导 的 浓度 梯度 形成 了 Dorsal 在 核 内 的 浓度 梯度 。b. Toll 信 
号 传导 的 级 联 反 应 。Toll 受 体 的 活化 导致 细胞 质 中 Pelle 激酶 的 活化 。Pelle 直接 或 者 间接 使 Cactus 
ERE, Jae 415 AM Hil Dorsal BA. Cactus 的 磷酸 化 导致 它 的 降解 ，Dorsal 就 被 释放 并 转移 进 
入 细胞 核 。 


twist 基因 (图 19-14)。 胚 胎 侧 部 没有 twist 基因 的 活化 ， 那 里 具有 中 和 低 含量 的 Dorsal 
ΕΗ. KX twist 基因 的 5 端 调节 DNA 包含 两 个 低 亲和力 的 Dorsal 结合 位 点 (图 19-14). 
因此 ， 需 要 高 浓度 的 Dorsal 蛋白 来 有 效 占据 这 些 位 点 ， 侧 部 的 Dorsal 蛋白 的 浓度 不 足 
以 进行 有 效 的 结合 和 激活 twist 基因 的 转录 。 

rhomboid 基因 由 腹 神 经 外 胚层 的 中 等 浓度 的 Dorsal E AWE. 在 rhomboid 基因 转 
录 起 始点 上 游 1. 5kb 处 有 一 段 300bp 的 增强 子 (图 19-15a) 。 此 增强 子 包含 多 个 Dorsal 
结合 位 点 ， 多 为 twist 基因 5 端的 低 亲 和 力 的 调节 区 ， 其 中 至 少 有 一 个 位 点 有 适当 的 亲 
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4 个 最 佳 Dorsal 


rhomboid 


24“ Dorsal 


低 亲 和 力 结合 位 点 


σος 基因 表达 范 刀 


图 19-14 3 ΠΕΠ 3 种 调节 DNA, twist 基因 5' 端 DNA 含有 两 个 低 亲 和 力 的 Dorsal 结合 位 
点 ， 二 者 的 占 位 只 出 现在 Dorsal (RE YR EEK. EER, twis 的 表达 局 限 在 腹部 的 核 内 。 
rhomboid 5 端的 增强 子 包含 多 个 Dorsal 结合 位 点 ， 其 中 只 有 一 个 代表 了 最 佳 高 亲和力 Dorsal 识 
别 序 列 。 低 和 高 亲和力 位 点 的 混合 存在 允许 了 高 和 中 等 浓度 的 Dorsal 蛋白 激活 rhomboid 基因 
在 腹 侧 部 位 的 表达 。 最 后 ，sog 基因 内 含 子 增强 子 包含 4 个 等 距离 的 最 佳 Dorsal 结合 位 点 。 这 
样 ， 高、 中 、 低 浓度 的 Dorsal 蛋白 都 可 以 活化 sog 基因 在 果 蝇 侧面 部 位 的 表达 . 


和 力 与 侧 部 的 中 等 浓度 的 Dorsal EHAA. JAE, rhomboid 增强 子 可 以 被 中 胚层 的 
高 浓度 的 和 腹 神经 外 胚层 的 中 等 浓度 的 Dorsal 蛋白 激活 ， 但 是 在 中 胚层 它 被 转录 抑制 
F Snail 关闭 。Snail 抑制 子 只 在 中 胚层 表达 而 不 在 神经 外 胚层 表达 ， 300bp 的 rhomboid 
增强 子 同时 包含 Snail 抑制 子 和 Dorsal 活化 子 的 结合 位 点 ， 这 种 广泛 分 布 的 Dorsal 活化 
于 和 局 部 分 布 的 Snail 抑制 子 的 相互 作用 造成 了 rhomboid 基因 在 腹 神 经 外 胚层 的 有 限 
表达 。 在 酵母 ， 我 们 已 经 看 到 局 部 的 Ashl 抑制 子 如 何 阻 断 子 细胞 SWIS 活化 子 的 作 
用 ， 后 面 我 们 还 会 看 到 这 种 方式 在 果 蝇 发 育 中 的 大 量 出 现 。 


a rhomboid 


ΠΕ Snail 结合 位 点 


图 19-15 调节 DNA, a. rhomboid 增强 子 包含 Dorsal 以 及 Snail 抑制 子 结合 位 点 。 由 于 Snail 蛋 
日 只 存在 于 腹部 区 域 CHEE), rhomboid 在 中 胚层 处 于 关闭 状态 ， 其 表达 仅见 于 腹部 区 域 的 
MAIE. b. 内 含 子 区 的 sog 增强 子 也 包含 Snail 抑制 子 结合 位 点 。 这 样 ， sog 基因 在 中 胚层 
古 关 闭 的 ， 表 达 只 见于 侧面 一 片 的 腹 、 背 神经 外 胚层 。 


早期 胚胎 侧面 的 腹 背 部 神经 外 胚层 Dorsal 蛋白 的 低 浓度 足以 活化 sog ÆA], sog 
基因 的 增强 子 是 一 段 400bp 的 序列 ， 位 于 第 一 内 含 子 内 (图 19-15b) 这 个 增强 子 含有 
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一 排 4 个 间隔 的 高 亲和力 的 Dorsal 结合 位 点 ， 即 使 极 低 浓度 的 Dorsal 蛋白 也 能 使 其 占 
fii. Xf rhomboid 来 说 ，Snail 抑制 子 的 存在 排除 了 sog 基因 在 中 胚层 的 表达 ， 尽 管 那里 
Dorsal 委 白 浓度 最 高 。 因 此 ， 不 同 国 值 的 Dorsal 浓度 梯度 对 基因 表达 的 差异 调控 还 要 
依赖 于 Snail 抑制 子 和 Dorsal 结合 位 点 亲和力 的 综合 效应 。 

Dorsal 结合 位 点 的 占 位 取决 于 位 点 结合 的 亲和力 ， 同 时 还 依赖 于 Dorsal 和 其 他 增 
oR Pal ae AAA AEA. WEBI, 300bp 的 rhomboid 增强 子 得 到 腹 神 经 外 胚层 
中 等 浓度 Dorsal 蛋白 的 激活 ， 它 包含 低 亲 和 力 的 结合 位 点 。 由 于 与 另 一 个 活化 子 Twist 
的 相互 作用 ， 中 等 浓度 的 Dorsal 就 足以 结合 这 些 位 点 。Dorsal 和 Twist 结 合 在 rhom- 
boid 增强 子 的 邻近 位 置 。 这 两 个 蛋白 质 不 仅 在 结合 增强 子 时 相互 促进 ,一旦 结合 后 还 
可 以 协同 促进 转录 ( 框 19-5) 。 
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amie 未 受精 卵 前 后 极 的 定位 mRNA 启动 分 节 


ies 受精 时 ， 果 蝇 卵 包含 两 种 定位 的 mRNA, 
oskar mRNA (RL) ”一 种 为 bicoid MRNA, 分布 在 前 极 ; 另 一 种 为 
oskar MRNA, 分 布 在 后 极 (图 19-16a), oskar 
mRNA 编码 一 种 ΕΝΑ 结合 蛋白 ， 负 责 极 粒 
| 极 细胞 中 的 (polar granule) 的 组 装 。 极 粒 是 一 种 以 多 种 蛋白 
star ENA ΠΤΙ ΕΝΑ 组 成 的 大 的 高 分 子 复合 物 ， 极 粒 控 制 
来 目 于 早期 胚胎 后 部 区 域 组 织 的 发 育 ， 包 括 腹部 
和 极 细胞 ， 后 者 是 生殖 细胞 的 前 体 (图 19-16b) 。 
oskar MRNA 由 雌性 果 蝇 在 卵 梨 内 合成 。 它 
完 由 叫做 饲养 细胞 (nurse cell) 的 “辅助 ” 细 
I 胞 存储 在 未 成 熟 卵 (或 卵 母 细 胞 ) 的 前 端 。 然 
| 而 ， 随 着 卵 母 细胞 的 增 大 形成 成 熟 卵 ，os&ar 
oskar mRNA mRNA 由 前 端 转移 到 了 后 端 。 这 个 定位 过 程 依 
ΓΗ. 3 -UTR 特殊 序列 (图 19-17) 。 我 们 已 经 
见 到 了 ashl 基因 3'-UTR 是 如 何 与 微 管 生 长 端 
~ S 反应 来 介 导 它 在 芽孢 酵母 子 细 胞 中 的 分 布 的 。 
生长 中 微 管 一 个 非 背 相似 的 过 程控 制 着 果 蝇 卵 母 细胞 oskar 
| mRNA 的 分 布 。 
19-16 ”母系 mRNA 在 果 蝇 卵 和 胚胎 的 定位 。a. RARE 
精 卵 包含 两 种 定位 的 mRNA，bicoid 在 前 端 ，oskar 在 后 端 。 
b. Oskar 焦 日 帮助 协调 在 后 端 胞 质 的 极 粒 的 组 装 ， 细 胞 核 在 
进入 后 端 后 以 出 芽 的 方式 将 胚胎 后 端 转化 为 极 细胞 。c. 在 果 
蝇 卵 形成 时 ， 极 性 微 管 从 卵 母 细 胞 的 核 延展 向 后 端的 细胞 质 ， 
oskar mRNA 与 适 配 体 蛋 白 结合 进而 与 微 管 反应 将 其 转运 入 后 
部 胞 质 。 这 里 的 “一 ”和 “十 ”符号 标明 微 管 的 生长 方向 。 


bicoid MRNA 
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本 量 卵 母 细胞 具有 高 度 极 性 ， 其 细胞 核 分 布 在 前 端 ; 生长 的 微 管 从 核 伸 展 到 胞 质 
HVJ vim. oskar mRNA 与 微 管 生长 的 正 端的 适 配 体 蛋 白 反应 转运 出 细胞 核 存 在 的 前 端 到 
达 后 部 的 细胞 质 。 受 精 后 ， 得 到 定位 oskar mRNA 的 细胞 (同时 包括 极 粒 ) 形成 极 
细胞 。 

bicoid MRNA 的 在 非 受 精 卵 前 端的 定位 也 依赖 于 其 3-UTR 的 特殊 序列 。oskar 
mRNA il bicoid mRNA 的 3 -UTR 的 序列 并 不 相同 ， 因 而 它们 分 别 与 不 同 的 适 配 体 蛋 
日 反应 定位 于 卵 的 不 同 部 位 ，3'-UTR 在 mRNA 定位 中 的 重要 性 在 以 下 实验 中 得 到 闻 
明 。 如 果 oskar mRNA 的 3-UTR 被 bicoid mRNA 的 取代 ， 那 么 杂 合 的 os&ar mRNA 
束 会 留 在 前 端 (与 bicoid mRNA 正常 行为 一 样 ) 。 这 种 错误 定位 足以 诱导 早期 卵细胞 在 
开 毅 的 位 置 形成 极 细胞 ΓΗ͂ 19-17)。 此 外 ， 错 位 的 极 粒 还 会 抑制 头 部 组 织 分 化 需要 的 
基因 的 表达 。 因 而 ， 应 该 形成 头 部 组 织 的 细胞 转化 成 了 生殖 细胞 。 


tt A oskar MRNA 
的 极 细 胞 


图 19-17 oskar mRNA 和 bicoid mRNA 包含 不 同 的 3-UTR 序列 。bicoid mRNA 的 3-UTR 序列 导致 它 在 前 
里 的 分 布 ， 而 oskar mRNA 的 3 -UTR 序列 导致 它 在 后 端的 分 布 。 改 造 后 的 oskar mRNA 包含 bicoid mRNA 
的 3 -UTR 将 向 正常 bicoid mRNA 一 样 定 位 于 前 端 。oskar mRNA 这 种 错位 造成 在 前 端 形成 极 细胞 。 此 外 ， 
错位 的 极 粒 还 会 抑制 头 部 组 织 分 化 需要 的 基因 的 表达 ， 因 而 ， 应 该 形成 头 部 组 织 的 细胞 转化 成 了 生殖 细胞 ， 
定位 于 后 部 胞 质 的 正常 的 oskar mRNA 也 会 促使 后 端 形成 极 细胞 


Bicold 和 Nanos 调节 hunchback 基因 


Bicoid 调控 重 日 的 合成 完成 于 细胞 化 之 前 。 因 此 ， 由 前 极 合 成 的 部 位 开始 Bicoid 扩 
散 开 来 ， 并 沿 着 早期 胚胎 的 长 度 分 布 形成 了 一 个 宽泛 的 浓度 梯度 。 高 、 中 浓度 的 Bicoid 
均 足 以 激活 hunchback， 而 hunchback 对 胚胎 的 精细 分 区 起 至 关 重 要 的 作用 (图 19- 
18)。hunchback 基因 实际 上 是 由 两 个 启动 子 控 制 转 录 的 : 一 个 由 Bicoid 梯度 激活 ， 另 
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一 个 在 卵 母 细胞 的 发 育 过 程 中 控制 基因 的 表达 。 后 者 ， 也 就 是 “母系 ”启动 子 引 导 合 成 
的 hunchback mRNA 均匀 地 分 布 在 未 受精 的 卵子 细胞 质 内 。 这 种 母性 的 转录 子 的 翻译 
在 后 区 被 一 个 叫做 Nanos 的 RNA 结合 蛋白 所 阻止 (图 19-18) 。Nanos 蛋白 只 在 后 区 被 
发 现 ， 因 为 其 mRNA 的 3I UTR 和 极 性 颗粒 之 间 的 相互 作用 ， 所 以 选择 性 的 存在 于 这 个 
区 域 。 


e Bicoid 
图 19-18 Hunchback 蛋白 质 的 浓度 梯度 及 


Nanos 对 翻译 的 抑制 。 由 于 高 、 中 浓度 的 Bi- 
coid 梯度 能 够 激活 hunchback， 宽 泛 的 存在 于 


24 Hunchback 


pE OE AEEA 前 后 期 的 Bicoid 蛋白 质 浓 度 梯 度 使 hunchback 
ao 基因 的 表达 产生 了 一 个 明显 的 阔 值 。Nanos 
ΝΣ “ΒΕ 
Q a mRNA 与 极 性 颗粒 联系 在 一 起 ， 翻 译 后 在 后 
Soc $ 
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区 扩散 并 形成 了 一 个 浓度 梯度 。 母 性 hunch- 
back mRNA 遍布 于 早期 的 胚胎 中 ,但 其 翻译 
却 被 结合 在 hunchback 3'UTR 特异 序列 的 
Nanos 焦 日 捕获 。 因 此 Nanos 蛋白 质 的 浓度 
相 度 导致 了 前 区 相应 的 hunchback 浓度 梯度 。 


p Hunchback 
ΠΤ 


Nanos AMASRA RNA 序列 ， 即 NREs (Nanos 反应 元 件 ) NREs AFE 
性 hunchback mRNAs 的 3 UTR 区 ， 这 种 结合 导致 了 hunchback 的 减少 。Poly-A Æ 
已 ， 反 过 来 破坏 RNA 的 稳定 并 抑制 其 表达 (第 14 章 )。 因 此 ， 我 们 可 以 看 到 Bicoid yK 
度 神 度 在 胚 前 半期 激活 了 hunchback 启动 子 ， 而 Nanos 却 在 后 期 抑制 了 母性 hunchback 
mRNA 的 翻译 CA 19-18) 。 这 种 hunchback 表达 的 双重 调控 产生 了 一 个 hunchback ΞΕ 
日 浓度 的 急剧 升降 ， 其 中 胚胎 的 前 半期 为 浓度 最 高 ， 而 在 后 半期 急剧 地 下 降 。 
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Hunchback 抑制 子 浓度 梯度 建立 了 Gap 基因 表达 的 不 同 限度 


Hunchback 作为 转录 抑制 子 建立 了 所 谓 “ 间 隔 ” 基 因 ， 如 kriippel、knirps、giant 的 
不 同 表达 的 界限 (在 框 19-4 已 有 讨论 )。 我 们 还 会 看 到 Hunchback 与 这 些 间隔 基因 蛋白 一 
起 作用 产生 基因 表达 的 分 节 条 ， 即 开 始 将 胚胎 分 成 重复 的 分 节 体 节 过 程 的 第 一 步 。 

Hunchback 蛋白 沿 未 来 的 胸部 向 腹部 形成 一 个 深 的 浓度 梯度 ， 高 浓度 的 Hunch- 
back 焦 日 抑制 krüppel 基因 的 表达 ， 低 浓度 时 抑制 knirps 和 giant 基因 的 表达 (图 
19-19a)。 我 们 见 过 Bicoid 和 Dorsal 活化 子 的 不 同 亲 和 力 产 生 不 同 的 基因 表达 的 阅 值 。 
Hunchback 抑制 子 的 作用 方式 颇 为 不 同 ，Hunchback 抑制 子 的 数目 成 为 了 形成 
krüppel, knirps, giant 独特 基因 表达 类 型 的 主要 决定 因素 (图 19-19b) ο kriippel 18 
TRA 3 个 Hunchback 结合 位 点 受到 高 浓度 的 Hunchback 抑制 。 相 反 ，giant 增强 
于 有 ?7 个 Hunchback 结合 位 点 受到 低 浓度 的 Hunchback 抑制 ， 其 中 的 作用 机 制 还 未 被 
揭示 ， 或 许 抑制 的 不 同 姜 值 产生 于 单个 Hunchback 抑制 域 的 又 加 效应 。 


Hunchback 和 间隔 蛋白 产生 了 基因 表达 的 分 节 条 


从 bicoid FI oskar 定位 开始 的 调节 级 联 反应 在 even-skipped (或 简称 eve) 的 “成 
Xf ”(pair-rule) 基因 表达 时 达到 顶点 。eve 基因 以 一 种 7 轮回 条 或 成 对 的 方式 在 胚胎 
表达 (图 19-20) 。 每 个 eve 条 包含 4 个 细胞 ， 同 时 条 间隔 也 有 4 个 细胞 ， 但 不 表达 eve, 
这 些 条 预示 着 未 来 体 节 形 成 的 位 置 。 

Eve 焦 日 的 编码 序列 并 不 长 ， 只 有 约 2kb 个 碱 基 对 ， 而 其 两 边 的 调节 区 却 有 12kb, 
其 中 4kb 在 5 端 转录 起 始点 上 游 ，8kb 在 eve 基因 3' 端 外 围 (图 19-20). 5 端 调节 区 启 
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图 19-19 Hunchback 生成 连续 的 间隔 的 基因 表达 类 型 。a. 前 后 部 位 Hunchback 抑制 子 形成 的 浓度 梯度 建立 
本 krüppel, knirps, giant 基因 表达 的 不 同 的 界限 。 高 浓度 抑制 kriippel 而 低 浓度 抑制 giant. Ὁ. kriippel 
All giant 的 5 端 调节 DNA 含有 不 同 数目 的 Hunchback 抑制 子 结合 位 点 ，kriippel 有 3 个 位 点 而 giant 有 7 个 
{ν κα, giant 增强 子 中 增加 的 Hunchback 抑制 子 结 合 位 点 对 应 于 它 受 低 浓 度 Hunchback 抑制 的 效应 。 (来 
W: a. Redraw from Gilbert S. E. 1997. Developmental biology, 5th edition, p. 565, Fig. 14-23. Copy- 


right© 1997 Sinauer Associates. Used with permission. ) 
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图 19-20 发育 胚胎 中 eve 基因 的 表达 。a. 早期 胚胎 eve 基因 表达 类 型 。b. eve 位 点 包含 
12kb 的 调节 DNA 序列 ， 其 5 端 包含 2 个 增强 子 ， 控 制 第 2、3、7 条 的 表达 ， 每 个 增强 子 


的 长 度 为 500bp。3' 端 包含 3 个 增强 子 ， 控 制 第 1、4、5、6 条 的 表达 。 这 5 个 增强 子 形成 
了 早期 胚胎 的 7 个 不 同 的 eve 基因 表达 条 。[ 来 源 : a. Image courtesy of Michael Levine. | 


动 第 2、3、7 条 的 表达 ， 而 3 端 调节 第 1、4、5、6 条 的 表达 。 这 12kb 的 区 间 包 含 5 个 
增强 子 ， 其 结果 是 形成 早期 胚胎 的 7 个 不 同 的 基因 表达 条 。 每 一 个 增强 子 只 控制 第 1 一 
2 个 条 的 表达 ， 这 里 要 讲 到 第 2 条 表达 的 增强 子 调节 。 

第 2 条 增强 子 有 500bp， 分布 在 转录 起 始点 上 游 1kb 的 位 置 ， 它 包含 4 种 调节 和 蛋 
日 ，Bicoid、Hunchback、Giant 和 Kriippel 的 结合 位 点 (图 19-21). RITE Hunch- 
back ΤΕΊ ΠΠ [8] REAREA SA VE; 而 对 第 2 条 的 调节 则 起 到 活化 子 的 作 
H. EF Hunchback 如 何 既 做 活化 子 又 做 抑制 子 ， 我 们 以 后 还 会 讲 到 。 原 则 上 ，Bicoid 
和 Hunchback 存在 于 胚胎 的 前 半 部 分 可 以 活化 第 2 条 的 增强 子 ，Giant 和 Kriippel 作为 
抑制 子 界定 了 第 2 条 的 类 型 即 前 后 体 的 分 界 (图 19-21). 
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图 19-21 eve 第 2 条 的 表达 调节 。a.500bp 的 增强 子 包 含 总 共 12 个 结合 位 点 ， 对 应 于 Bi- 
coid, Hunchback, Kriippel 和 Giant 蛋白 。 这 些 调节 蛋白 在 果 蝇 早期 胚胎 中 的 分 布 的 总 结 
KL b. trate BE AY Bicoid 和 Hunchback 可 见于 eve 第 2 条 细胞 中 ， 而 其 界面 则 由 Giant 和 
Kriippel KFE. (Giant 在 前 、 后 部 位 表达 ， 这 里 只 展示 了 前 半 部 分 ; 后 半 部 分 的 类 型 未 
展示 ， 它 是 由 Hunchback 调节 的 。) GKY: Adapted from Alberts B. et al. 2002. Molecular 
biology of the cell, 4 th edition, a. p. 409, {Τ-55, b. p. 410, f7-56. Copyright © 2002. 
Reproduced by permission of Routledge/Taylor & Francis Books, LLC. ) 


辣 隅 抑制 子 浓 度 梯 度 引 起 基因 表达 的 条 带 化 


Eve 第 2 表达 条 的 形成 是 广泛 分 布 的 活化 子 (Bicoid 和 Hunchback) 和 局 部 分 布 的 
抑制 子 〈Giant 和 Krippel) 相互 作用 的 结果 ， 同 样 的 机 制 也 适用 于 其 他 eve 增强 子 的 
H. AU, EFE P eve 第 3 表达 条 的 增强 子 受到 普通 的 转录 活化 因子 的 活化 。 
表达 条 的 边界 由 局 部 分 布 的 间隔 抑制 子 界 定 : 前 界 由 Hunchback 确定 而 后 界 由 Knirps 
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乳糖 酶 基因 LCT 基因 5 端的 MCM6 基因 内 元 中 有 核 蔡 酸 的 替换 〈 框 19-7 图 3)。 Ἢ 

这 些 核 普 酸 的 替换 有 可 能 破坏 阻 遇 元 件 正 常 地 结合 在 沉默 蛋白 上 ， 从 而 使 青少年 和 
成 人 的 小 肠 中 抑制 乳糖 酶 基因 的 表达 遗 到 破坏 。 这 种 起 AMMA OAH HIE ΒΜ 
Pita] 基因 的 后 肢 /腹鳍 : 曾 强 子 失 活 或 采 蝇 y 基 因 的 腹部 / 翅膀 增强 子 的 ΑΝ ΧΑ. 42 
zx, 5. ΑΧ 的 例 | 子 中 ， 因 为 阻 歇 元件 的 缺失 使 得 乳糖 酶 活 性 人 到 了 ee 
区 奔赴 一 新 的 基因 表达 方式 。 
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eve 第 4 表达 条 增强 子 也 受到 Hunchback 和 Knirps 的 抑制 ， 这 些 抑 -- 
度 发 挥 着 不 同 的 作用 。 低 浓度 的 Hunchback 不 足以 抑制 eve 第 3 表达 条 增强 子 但 足以 
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图 19-22 Hunchback 和 Κπίτρς 反 向 浓度 梯度 对 第 3 和 第 4 表达 条 增强 子 的 差异 调节 。 这 
两 个 表达 条 存在 于 胚胎 的 不 同 区 域 ， eve 第 3 表达 条 增强 子 分 别 受 到 高 浓度 的 Hunchback 
和 低 浓 度 的 Knirps 抑制 。 相 反 ，eve 第 4 表达 条 增强 子 分 别 受 到 低 浓 度 的 Hunchback 和 
高 浓度 的 Knirps 抑制 。eve 第 3 表达 条 增强 子 只 有 少数 的 Hunchback 结合 位 点 ， 其 结果 ， 
需要 高 浓度 的 Hunchback 使 其 受到 抑制 。eve 第 3 表达 条 增强 子 包含 多 个 Knirps 结合 位 
点 ， 因 而 ， 低 浓度 的 Knirps 就 可 使 其 受到 抑制 。eve 第 4 表达 条 增强 子 具 有 相反 的 抑制 子 
结构 ， 它 包含 大 量 的 Hunchback 结合 位 点 ， 因 此 ， 低 浓度 的 Hunchback 就 可 抑制 第 4 K 
达 条 的 基因 表达 。 第 4 表达 条 增强 子 仅 有 少数 的 Knirps 结合 位 点 ， 只 有 高 浓度 的 Knirps 
才能 使 其 受到 抑制 。 需 要 注意 的 是 ， 第 3 表达 条 增强 子 指导 两 个 表达 条 的 基因 表达 , 第 3 
条 和 第 7 条 ; 第 4 表达 条 增强 子 指导 第 4 条 和 第 6 条 的 基因 表达 。 


抑制 eve 第 4 表达 条 增强 子 (图 19-22). 。Hunchback 抑制 子 浓度 梯度 对 两 种 增强 子 的 差 
异 调 节 产 生 了 第 3 和 第 4 表达 条 基因 表达 类 型 的 特有 的 前 界 。Knirps 蛋白 在 前 细胞 胚 
胎 的 分 布 也 存在 浓度 梯度 ， 与 第 3 表达 条 增强 子 相 比 需 要 更 高 的 浓度 来 抑制 第 4 表达 条 
增 踢 于 ， 这 种 差别 造成 了 第 3 和 第 4 表达 条 基因 表达 类 型 的 不 同 的 后 界 。 

我 们 已 经 见 到 了 Hunchback 抑制 子 浓度 梯度 产生 的 Kriippel、Knirps、Giant 不 同 
类 型 的 基因 表达 ， 这 种 差异 调节 可 能 与 Kriippel、Knirps、Giant 增强 子 增 加 的 Hunch- 
back 结合 位 点 有 关 ， 类 似 的 原理 也 适用 于 Hunchback 和 Knirps 浓度 梯度 对 第 3 和 第 4 
表达 条 增强 子 的 差异 调节 。eve 第 3 表达 条 增强 子 包 含 相 对 较 少 的 Hunchback 结合 位 点 
和 相对 较 多 的 Knirps ARAM. eve 第 4 表达 条 增强 子 包 含 相 对 较 多 的 Hunchback 结 
合 位 点 ， 相 对 较 少 的 Knirps 结合 位 点 (图 19-22) 。 类 似 的 原理 又 可 能 操纵 着 剩余 的 表 
达 条 eve 基因 表达 类 型 的 调节 。 


短程 转 孙 抑制 子 允 许 在 复杂 的 eve 调节 区 域 中 不 同 的 增强 子 独 立 作 用 
我 们 已 经 见 到 eve 基因 表达 在 早期 胚胎 受到 5 种 不 同 的 增强 子 的 调节 。 事 实 上， 在 
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ee ϱϱ”μ. 
SE SCAN ERD VS He L-CS TEA CNS 中 还 有 更 多 的 控制 eve 基因 表达 的 增强 子 。 这 类 复杂 的 调 
并 不 仅仅 见于 eve 基因 ， 有 些 遗 传 位 点 会 包含 更 多 的 增强 子 ， 分 布 于 更 广泛 的 区 域 . 
例如 ， 在 下 一 章 我 们 会 讨论 homoeotic 基因 的 调节 ， 它 们 使 得 成 体 果 蝇 的 体 节 在 形态 上 
人 役 此 不 同 。 数 个 这 样 的 基因 受到 多 达 10 个 或 更 多 不 同 的 增强 子 的 调节 ， 它 们 散布 在 
100kb 的 区 间 。 因 此 ， 与 重要 发 育 过 程 相关 的 基因 常常 受到 多 个 增强 子 的 调节 。 那 么 ， 
这 些 增强 子 是 如 何 相 互 独 立 作 用 来 产生 番 加 性 的 基因 表达 呢 ? 如 eve 基因 ，5 个 不 同 的 
增强 子 生成 了 7 个 不 同 的 表达 条 。 

息 程 转录 抑制 是 保证 增强 子 自主 性 的 机 制 之 一 一 一 多 个 增强 子 的 独立 作用 产生 基因 
表达 的 登 加 效应 ， 即 抑制 子 与 一 个 增强 子 的 结合 并 不 干扰 活化 子 与 同一 个 基因 调节 区 域 的 
万 一 个 增强 子 的 结合 。 例 如 ， 我 们 已 经 见 到 过 Kriippel 抑制 子 与 第 2 表达 条 增强 子 结 合 ， 
已 建立 了 第 2 表达 条 的 后 界 。Kriippel 抑制 子 第 2 表达 条 增强 子 在 500bp 附近 起 作用 ， 它 
并 不 抑制 核心 启动 子 也 不 抑制 第 3 表达 条 的 活化 子 ， 二 者 与 第 二 表达 条 增强 子 的 Krüppel 
每 合 位 点 的 距离 超过 1kb (图 19-23), {BBE Krüppel 能 够 通过 长 距离 起 作用 ， 那 它 就 会 干 
DL eve 第 3 表达 条 的 基因 表达 ， 因 为 在 胚胎 同一 区 域 的 Kriippel 具有 高 浓度 ， 


Kruppel 浓 度 梯度 
ee 


eve-2 eve-3 


Kruppel 抑制 子 ' 条 3 活化 子 
ee 


图 19-25 ”短程 抑制 和 增强 子 自主 。 由 于 短程 转录 抑制 ，eve 基因 调节 区 域 不 同 的 增强 子 独立 发 挥 作用 ， 
持 合 于 一 个 增强 子 的 抑制 子 并 不 干扰 邻近 增强 子 的 活化 子 。 例 如 ，Kriippel 抑制 子 结合 于 第 2 表达 条 
增强 子 使 胚胎 中 间 区 域 第 2 表达 条 关闭 。eve 第 3 表达 条 增强 子 在 这 些 区 域 表达 ， 它 并 不 受 Kriippel 的 
抑制 因为 它 没有 Kriippel 的 特定 的 识别 序列 。 此 外 ，Kriippel 第 2 表达 条 增强 子 的 结合 并 不 干扰 第 3 表 
达 条 增强 子 的 活化 子 ， 因 为 它们 相距 甚 远 。Kriippel 必须 在 上 游 活化 子 的 100bp 距离 之 内 结合 来 阻 断 
它 激 活 转录 的 能 力 ， 第 2 表达 条 和 第 3 表达 条 被 1. 5kb 的 间隔 序列 分 开 。 


同 产 异型 基因 : 一 类 重要 的 发 育 调节 因子 


木 蝇 发 育 的 遗传 分 析 导 致 了 一 类 重要 的 调节 基因 即 同 源 异型 基因 的 发 现 ， 它 们 造成 
不 同体 节 的 形态 多 样 化 。 某 些 同 源 异 型 基因 控制 头 节 的 口 器 和 触角 的 发 育 ， 另 一 些 则 控 
制 胸 节 的 翅膀 和 平衡 棒 Chalter) 的 形成 。 Antp 和 Ubx 两 个 研究 最 为 透彻 的 同 源 异型 
基因 ， 它 们 分 别 抑制 触角 和 翅膀 的 发 育 。 


同 源 开 型 基因 : 一 类 重要 的 发 育 调节 因 子 。 695 。 


Antp 控制 胸 世 中 部 体 节 的 发 育 。 中 胸 节 生成 一 对 足 其 形态 与 前 足 和 后 足 不 同 。 
Antp 为 同 源 弄 型 重 白 编码 ， 通 常 在 发 育 中 的 胚胎 的 中 胸 节 表达 。 该 基因 不 会 在 发 育 中 
的 头 部 组 织 表 达 。 然 而 ， 一 个 由 染色 体 反 转 造成 的 Antp 显 性 突变 使 其 受到 外 来 调节 基 
因 的 控制 ， 转 而 在 头 部 包括 触角 组 织 表 达 (图 19-24), 。 当 Antp 在 头 部 组 织 错误 表达 
时 ， 个 体形 态 发 生 显 著 改 变 ， 长 触角 的 位 置 长 出 了 足 。 


图 19-24 Antp 的 显 性 突变 引起 触角 同 
源 异 型 转化 为 足 。 右 边 的 果 蝇 为 正常 
的 。 注 意 头 前 部 的 初始 的 触角 。 左 边 的 
AM ze Antp 的 显 性 突变 杂 合子 (Ant- 
pD/ 十 )。 它 可 以 完全 成 活 ， 形 态 基 本 
正常 ， 只 是 在 触角 处 伸 出 一 对 足 来 。 


Ubx 编 公 一 种 控制 第 三 胸 节 后 胸 节 发 育 的 同 源 异 型 蛋白 。Ubx 特异 性 的 抑制 那些 
第 二 胸 世 即 中 胸 节 发 育 所 需 基 因 的 表达 。Antp 是 其 调节 的 基因 : Ubx 抑制 Antp 在 中 
胸 区 的 和 表达， 限制 它 在 发 育 中 的 胚胎 后 胸 节 的 表达 。 缺 失 Ubx 抑制 子 的 突变 体 表 现 出 
Antp HF WRIA. ΠΠ Antp 不 仅 在 其 正常 发 育 中 的 中 胸 节 表达 还 会 在 发 育 中 的 后 胸 
PERA. DORR HH RIA ee he I PD 

在 成 年 采 蝇 ， 中 胸 节 拥有 一 对 足 和 一 对 翅 (图 19-25), ， 后 胸 节 拥 有 一 对 足 和 一 对 
平衡 棒 。 平 衡 棒 明 显 小 于 翅 ， 其 作用 是 在 飞行 时 的 平衡 结构 。Ubx 突变 体 表现 出 惊人 
的 表现 型 ; 拥有 四 只 翅 其 中 两 只 转化 来 自 于 平衡 棒 。 这 种 突变 体 表 现 型 的 部 分 原因 是 
Antp 的 异常 表达 。 


a b 


Η 19-25 Ubx 的 突变 将 后 胸 节 转化 为 两 个 中 胸 节 。(a) 正常 果 蝇 拥有 一 对 主 翅 和 后 
边 小 一 些 的 一 对 平衡 棒 。(b) 图 示 突 变 体 为 Ubx 基因 弱 突变 纯 合 子 。 后 胸 节 转 化 为 
了 重复 的 中 胸 节 而 不 是 原先 的 一 对 翅 和 一 对 平衡 棒 。 


Ubx 在 后 胸 诈 不 同 组 织 的 表达 依赖 于 一 段 80 kb 的 基因 组 调节 序列 。 这 个 突变 叫 作 
Cbx， 它 打 汤 了 这 段 调节 序列 但 不 改变 该 基因 的 蛋白 质 编 码 序 列 。Cbx 突变 维持 Ubx 
在 其 正常 的 后 胸 节 的 表达 外 还 导致 Ubx 在 中 胸 节 的 异常 表达 (图 19-26)。Ubx 抑制 
Antp 以 及 其 他 在 中 胸 节 发 育 必要 的 基因 的 表达 。 其 结果 ， 中 胸 节 转 化 成 为 复制 的 正常 
的 后 胸 方 。 其 表现 型 也 非常 不 同 : 翅 变 成 了 平衡 棒 ， 而 Οὐχ 突变 体 看 着 更 像 是 无 翅 的 
蚂蚁 。 
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19-26 Ubx 在 中 胸 节 的 异常 表达 导致 翅 的 丢失 。Cbx 突变 打 断 了 Ubx 
基因 的 调节 区 域 ， 造 成 它 在 中 胸 节 的 异常 表达 ， 导 致 其 转化 为 后 胸 节 。 


同 源 开 型 基因 表达 的 变化 导致 节肢 动物 的 多 样 性 


新 生 的 进化 -发 育 研 究 处 于 原本 互 不 相干 的 研究 领域 进化 生物 学 和 发 育 生物 学 的 前 
i。 推 动 进 化 -发 育 研 究 的 动力 来 自 于 果 蝇 、 线 虫 和 其 他 模式 生物 的 发 育 的 遗传 分 析 ， 
它 鉴 定 的 主 效 基 因 是 进化 多 样 性 的 本 源 。 同 源 异型 基因 是 这 些 基 因 的 极 好 的 代表 

未 蝇 基 因 组 拥有 总 共 八 个 同 源 异 型 基因 ， 形 成 两 个 基因 簇 或 复合 体 : Antennapedia 
复合 体 和 Bithorax 复合 体 ( 框 19-8 果 蝇 同 源 异 型 基因 由 特殊 染色 体 簇 构 成 )。 典 型 的 无 
消 椎 动物 基因 组 包含 8 一 10 个 同 源 异型 基因 ， 通 常 分 布 在 一 个 复合 体内 。 演 椎 动物 复制 
THR Hox 复合 体 ， 包 含 四 个 艇 。 单 个 同 源 异 型 基因 表达 和 功能 的 改变 是 节肢 动物 肢 
和 产 椎 动物 中 轴 上 骨骼 变化 的 原因 。 


市 肢 动 物 变 化 多 端 


PRAMAS HAR: SM (LARA), KEX (如 昆虫 )， PEX OF, È 
MB, RES), SEs MEAIB). Bo Ce. MR. HB. 。 节 肢 动物 的 成 功 
演化 部 分 得 益 于 其 模块 化 的 构造 。 这 些 生 物 由 一 系列 似乎 变化 无 穷 的 重复 体 节 组 成 。- 
坚 体 六 拥有 翅 ， 另 外 一 些 则 有 和 触角、 足 、 歼 ， 特 化 的 交配 器 。 我 们 对 节肢 动物 的 进化 过 
在 所 产生 的 多 样 性 的 知识 多 于 任何 其 他 动物 。 


Ubx 表达 的 改变 引起 甲壳 动物 肢 的 改变 


平 元 动物 包括 大 部 分 游泳 的 节肢 动物 。 它 们 部 分 生活 在 海洋 中 ， 部 分 生活 在 淡水 
中 。 它 们 提供 了 我 们 餐桌 上 的 美食 ， 如 虾 、 蟹 、 龙 虾 。 一 类 相当 普遍 用 于 研究 的 甲壳 动 
物 叫 做 丰年 虾 ， 又 叫 海 猴 。 它 的 胚胎 停止 发 育 形 成 坚硬 的 孢子 可 从 宠物 店 买 到 。 其 欧 子 
加 入 海水 后 恢复 发 育 。 

这 些 虾 的 头 部 拥有 摄食 的 附 肢 。 靠 近 头 部 的 胸 节 ，T1， 包 含 游泳 附 肢 ， 它 们 看 起 
来 与 后 面 的 其 他 胸 节 相像 〈 胸 节 T2-T11) 。 丰 年 是 属于 甲壳 动物 的 一 个 目 叫 作 鲤 足 目 ， 
万 一 目 甲 元 动物 叫 作 等 足 目 ， 其 第 二 至 第 八 胸 节 为 与 鲁 足 目 相似 的 游泳 肢 。 但 其 第 一 胸 
让 发 生 了 改变 。 它 变 小 了 ， 其 功能 是 摄食 。 


同 源 异型 基因 : 一 类 重要 的 发 育 调节 因子 。697 。 


«698» 第 19 章 发 育 和 进化 的 基因 调控 


同 源 开 型 基因 : 一 类 重要 的 发 育 调节 因子 。 699 。 


κ LL L dh τὸ ο ia A 
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厂 的 洲 访 及 的 修饰 有 关 。 也 许 ， 腮 足 动物 和 等 足 动物 的 共同 祖先 拥有 像 丰 年 虾 那样 的 胸 
A EKHE EJW R): 其 胸 节 都 包含 游泳 肢 。 在 腮 足 动物 和 等 足 动物 的 分 
化 中 Ubx 的 调 世 序列 在 等 足 动物 发 生 改 变 。 其 结果 在 第 一 胸 节 的 Ubx 基因 表达 被 消 
除 ， 只 局 限 在 T2-T8 胸 节 。 不 难 想象 Ubx 抑制 了 胸 节 一 或 数 个 头 类 型 基因 的 表达 。 在 
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丰年 虾 ， 这 些 头 基因 在 所 有 的 11 个 胸 节 都 是 关闭 的 ， 然 而 在 等 足 动物 ， 由 于 失去 了 
Ubx 的 抑制 子 ， 头 基因 在 ΤΙ 胸 节 表达 。 确 实 ，Scr 基因 表达 局 限 在 腮 足 动物 的 头 部 但 
在 等 是 动物 是 在 T1。Scr 在 ΤΙ 的 表达 造成 敖 肢 的 发 育 而 不 是 通常 的 游泳 肢 (图 19- 
“kd a 


图 19-27 两 组 不 同 甲壳 动物 的 形态 变化 。 
FEN EH, Scr 基因 表达 局 限 在 头 部 有 
助 于 摄食 附 肢 的 发 育 ， 而 Ubx 在 胸 节 的 表 
达 则 控制 游泳 肢 的 发 育 。 在 等 足 动物 ，Scr 
基因 的 表达 同时 可 在 头 部 和 第 一 胸 节 
(TD 检测 到 ， 其 结果 ，T1 的 游泳 肢 转化 
WS SREB GHE). Scr 的 向 后 扩展 是 
Tl 胸 节 失去 Ubx 的 表达 的 结果 ， 而 Ubx 
通常 会 抑制 Scr 的 表达 。 


πολ. 


等 动物 \ 


Ubx 基因 表达 在 腮 足 动物 和 等 足 动物 的 不 同 的 基础 是 什么 呢 ? 有 多 种 不 同 的 可 能 
的 解释 ， 最 为 可 信 的 是 等 足 动物 的 Ubx 基因 的 调节 序列 发 生 了 突变 。 在 这 个 模型 里 ， 
Ubx Fao FAP PAE ΤΙ 胸 节 的 表达 。 事 实 上 ， 甲 壳 动物 胸 节 的 Ubx 表达 的 缺失 
己 摄食 附 胶 的 发 育 存在 紧密 的 关联 性 。 例 如 龙虾 胚胎 的 头 二 个 胸 节 缺 乏 Ubx 基因 表达 
具有 两 对 敖 肢 。 清 道夫 是 的 头 三 个 胸 节 缺 乏 Ubx 基因 表达 具有 三 对 整 肢 . 


为 什么 昆虫 缺少 腹 肢 


所 有 昆虫 有 六 条 腿 ， 三 个 胸 节 上 每 节 上 有 一 对 ， 这 在 一 百 多 万 种 昆虫 中 无 一 例外 。 
相反 ， 其 他 节肢 动物 如 甲壳 动物 则 拥有 数目 不 等 的 肢 。 有 些 甲 壳 动 物 在 每 节 胸 节 和 上 腹 节 
上 都 有 胶 。 这 种 进化 上 的 形态 变化 ， 比 如 昆虫 腹 节 失去 肢 并 非 是 因为 类 型 决定 基因 的 表 
达 改 变 ， 如 在 等 足 动物 出 现 的 那样 。 事 实 上 ,昆虫 腹 肢 的 失去 是 因为 Ubx 调节 蛋白 质 
的 功能 的 改变 。 

在 昆虫 ，Ubx 和 abd-A 抑制 一 个 关键 的 肢 节 发 育 必需 的 叫 作 Distal-less (DIL) 的 
基因 的 表达 。 在 发 育 的 果 蝇 胚胎 ，Ubx 在 后 胸 和 前 腹 大 量 表达 ; abd-A 的 表达 延展 到 更 
菲 后 的 腹 节 部 位 。 总 而 言 之 ，Ubx 和 abd-A 使 得 Dll 在 头 七 个 腹 节 保持 关闭 状态 。 尽 管 
Ubx 也 在 后 胸 市 表达 ， 它 并 不 干扰 Dll 在 那里 的 表达 ， 因 为 只 是 在 Dll 基因 活化 后 才 在 
这 个 T3 腿 部 位 表达 。 其 结果 ，Ubx 并 不 干扰 T3 肢 的 发 育 。 

企 咎 元 动物 如 上 述 的 腹 足 动物 丰年 虾 在 所 有 11 个 胸 节 都 有 大 量 的 Ubx 和 abd-A 的 
KK. DI 的 表达 促进 游泳 肢 的 发 育 。 为 什么 Ubx 抑制 Dll 在 昆虫 腹 节 的 表达 而 不 是 在 
中 元 动物 呢 ? 答案 是 Ubx 蛋白 质 在 昆虫 和 甲壳 动物 之 间 已 经 发 生 了 分 化 。 下 述 实验 能 
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够 证 明 这 一 点 。 

Ubx 基因 在 转基因 采 昌 胚胎 预期 的 胸 节 的 失误 表达 抑制 了 Dll 的 表达 进而 抑制 了 肢 
WEA (K| 19-28)。 相 反 ， 甲 壳 动 物 Ubx 基因 在 转基因 果 蝇 胚胎 预期 的 胸 节 的 失误 表 
达 并 不 像 Dll 的 表达 和 肢 的 形成 。 这 些 观察 表明 果 蝇 的 Ubx 蛋白 和 甲壳 动物 的 Ubx Æ 
日 在 功能 上 的 差异 。 果 蝇 Ubx 蛋白 抑制 Dll 基因 表达 而 甲壳 动物 Ubx 蛋白 则 不 能 够 。 


图 19-28 Ubx 蛋白 功能 的 进化 改变 。(a) Dll 增强 子 (D1304) 通常 在 果 蝇 胚胎 的 三 对 部 位 被 活化 。 这 些 部 
位 形成 成 年 果 蝇 的 三 对 腿 。(b) ΠΗ Ubx ΕΗ (DmUbxHA) 的 失误 表达 强烈 抑制 了 来 自 Dll 增强 子 的 表 
iA. (c) 相反 ， 丰 年 是 Ubx 蛋白 的 失误 表达 (AfUbxHA) 只 造成 对 Dll 增强 子 轻微 的 抑制 。 


ABA Ubx 和 蛋白 的 这 些 功能 差异 的 基础 是 什么 呢 (它们 共享 32% 的 氨基 酸 总 体 水 平 
上 的 相似 性 但 是 它们 的 同 源 异 型 域 却 几乎 完全 相同 一 一 59/60 匹配 )? 甲壳 动物 的 这 个 
重 日 拥有 一 个 具有 抑制 活性 的 29 个 氨基 酸 的 短 模 体 (motif) 。 当 这 个 模 体 被 剔除 后 ， 
该 重 日 抑制 Dl 表达 的 能 力 与 果 蝇 的 相同 。 

甲壳 动物 和 有 果 蝇 的 Ubx 蛋白 含有 多 个 抑制 区 域 。 在 第 17 章 已 经 讨论 过 ， 很 可 能 这 
些 区 域 与 一 个 或 多 个 转录 抑制 复合 体 发 生 反 应 。 甲 壳 动 物 Ubx 蛋白 的 抗 抑制 肽 可 能 干 
扰 抑 制 区 域 对 募集 这 些 抑制 复 合体 的 能 力 。 当 这 个 肽 接 到 果 蝇 蛋白 上 ， 这 个 杂 合 蛋白 像 
息 元 动物 一 样 不 再 抑制 D, 


图 19-29 甲壳 动物 和 昆虫 Ubx 蛋白 的 比 
Bo (1) 甲 完 动物 的 Ubx BA. REK 
端的 抗 抑 制 采 封闭 了 氨基 端 抑制 区 域 的 活 
性 。 (A) 昆虫 的 Ubx。 突 变 失 去 了 羧基 
AR Yarn HEAT ll IK 


飞行 股 的 修饰 可 能 来 自 调节 DNA 序列 的 进化 


Ubx 主导 了 我 们 对 于 节肢 动物 形态 变化 的 讨论 。Ubx 基因 表达 的 变化 似乎 与 甲壳 
动物 的 游泳 肢 转 化 成 敖 肢 有 关 。 更 进一步 ，Ubx 蛋白 失去 抗 抑 制 肽 也 能 解释 昆虫 腹 肢 
的 退化 。 在 这 一 节 ， 我 们 将 综述 Ubx 目标 基因 调节 序列 改变 的 能 够 解释 果 蝇 和 蝴蝶 却 
形态 变化 的 证 据 。 

在 条 蝇 中 ，Ubx 在 发 育 中 的 平衡 棒 中 表达 ， 其 作用 是 抑制 翅 的 形成 。 大 约 5 一 10 
个 基因 被 Ubx 所 抑制 。 这 些 基因 与 翅 的 生长 和 类 型 至 关 重 要 的 基因 (图 19-30) 都 在 发 
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图 19-30 Ubx 靶 基 因 调 节 DNA 的 变化 。 (a) Ubx 抑制 子 在 双 翅 目 动物 的 
平衡 棒 和 鳞 翅 目 动物 的 后 翅 中 表达 GE). (Ὁ) 在 双 翅 目 动物 ， Re 
基因 拥有 Ubx 抑制 子 位 点 ， 而 在 鳞 翅 目 则 失去 了 这 些 位 点 。 


育 的 翅 中 表达 。 在 Ubx 突变 体 中 这 些 基因 在 平衡 棒 中 不 再 被 抑制 ， 其 结果 ， 平 衡 棒 发 
育成 了 第 二 对 翅 。 

朱 蝇 是 双 翅 目 动物 ， 它 们 都 拥有 一 双 翅 和 一 对 平衡 棒 。 有 可 能 Ubx 在 所 有 的 双 却 
目 中 起 到 了 翅 发 育 的 抑制 作用 。 蝴 蝶 属 于 昆虫 纲 的 不 同 的 目 ， 鳞 翅 目 。 所 有 这 个 目 〈 和 
IRS) 拥有 两 对 翅 而 不 是 一 对 翅 和 一 对 平衡 棒 。 这 些 双 翅 目 和 鳞 翅 目 昆 虫 翅 形 态 的 差 
开 的 基础 是 什么 呢 ? 

这 两 个 目的 共同 祖先 约 在 250 万 年 前 分 化 。 大 约 是 在 人 类 和 非 哺乳 类 如 青蛙 分 化 的 
时 间 。 这 个 期 间 给 出 了 足够 的 时 间 用 以 上 讨论 的 三 种 策略 去 改变 Ubx 基因 的 功能 。 最 
商 单 的 机 制 是 改变 Ubx 基因 表达 类 型 因而 它 在 鳞 翅 目 昆虫 的 后 翅 前 体 细胞 失去 了 表达 ， 
这 样 发 育 中 的 后 翅 就 可 以 表达 所 有 被 Ubx 抑制 的 基因 。 为 等 足 动物 游泳 肢 向 鳌 肢 的 转 
化 提供 了 清晰 的 例证 。 然 而 ， 果 蝇 和 蝴蝶 的 Ubx 基因 表达 类 型 并 无 明显 改变 ，Ubx 在 
整个 蝴蝶 发 育 中 的 后 怒 大 量 表达 ， 

这 为 我 们 市 来 两 种 可 能 性 。 第 一 ， 在 果 蝇 和 蝴蝶 里 Ubx 蛋白 功能 不 同 。 第 二 就 是 
5 一 10 种 受 Ubx 抑制 的 每 个 基因 的 调节 DNA 发 生 了 改变 ， 它们 不 再 受到 Ubx 的 抑制 
(图 19-30) 。 看 来 ， 更 易于 改变 Ubx 的 抑制 活性 较 之 于 改变 Ubx 靶 基 因 的 调节 序列 ， 

令 人 惊异 的 是 不 大 可 能 的 解释 一 一 多 个 Ubx 靶 基 因 调 节 序 列 的 改变 一 成 为 了 不 
同 姐 形态 变化 的 合理 解释 。Ubx 蛋白 看 来 在 果 蝇 和 蝴蝶 行使 了 相同 的 功能 。 例 如 ， 在 
WIR Ubx 后 翅 部 分 细胞 的 缺失 导致 它们 转化 为 前 翅 结 构 (图 19-30a 前 翅 和 后 翅 的 差别 )， 
这 个 观察 表明 Ubx 蛋白 在 前 翅 发 育 中 起 到 了 抑制 发 育 的 抑制 子 的 作用 。 虽 然 还 没有 证 明 ， 
但 是 非常 可 能 翅 类 型 基因 的 调节 DNA 失去 了 Ubx 结合 位 点 (图 19-30b)。 因 而 ， 它 们 在 
BOR Wa A EASE) Ubx 的 抑制 。 


小 结 


发 育 中 的 胚胎 细胞 表达 不 同 组 的 基因 ， 因 而 遵循 不 同 的 发 育 途 径 。 大 部 分 差异 基因 
表达 在 转录 起 始 水 平 上 受到 调节 ， 这 包括 3 个 策略 : mRNA 定位 、 细 胞 -细胞 接触 、 分 
泌 信 号 分 子 的 扩散 。 

mRNA 的 定位 是 通过 其 特定 的 3 -UTR 序列 与 微 管 的 生长 端的 结合 来 实现 的 。 这 
个 机 制 被 用 于 ashl mRNA 定位 于 出 芽 酵 母 的 子 细 胞 ， 它 还 被 用 于 oskar mRNA 定位 于 
条 蝇 未 党 精 卵 的 后 端 细 胞 质 。 

在 细胞 -细胞 接触 中 ， 与 细胞 膜 结合 的 信号 分 子 通过 活化 相 邻 细胞 信号 途径 改变 基 
因 表达 ， 在 某 些 情况 下 ， 静 止 的 转录 活化 子 或 者 共 活 化 子 重 蝗 从 细胞 素面 释放 进入 细胞 
核 。 还 有 一 些 情 况 ， 静 止 的 转录 因子 〈 或 者 转录 抑制 子 ) 已 经 存在 于 核 内 ， 它 们 受到 修 
饰 后 参与 基因 表达 的 活化 。 细 胞 -细胞 接触 方式 被 枯草 芽孢 杆 菌 用 来 建立 母 细胞 和 前 枪 
子 不 同 的 基因 表达 程序 。 非 常 类 似 的 机 制 存 在 于 昆虫 CNS 发 育 时 阻止 表皮 细胞 形成 神 
经 元 。 

分 泌 的 细胞 信号 分 子 的 细胞 外 浓度 梯度 在 复杂 组 织 或 硕 官 的 发 育 中 建立 了 多 种 细胞 
类 型 。 这 些 浓 度 梯度 产生 了 活化 的 转录 因子 的 细胞 内 浓度 梯度 ， 它 在 进一步 以 浓度 依赖 
的 形式 控制 基因 表达 。 细 胞 外 Sonic Hedgehog 浓度 梯度 在 状 椎 动物 神经 管 的 腹部 一 半 
形成 Gli 活化 子 的 浓度 梯度 。 不 同 浓 度 的 Gli 调节 不 同 种 类 的 靶 基 因 ， 生 成 不 同 的 神经 
细胞 类 型 。 同 样 ， 早 期 果 晶 胚胎 的 Dorsal 浓度 梯度 引起 模 跨 背 - 腹 轴 的 不 同 的 基因 表达 
类 型 ， 这 种 基因 表达 的 差异 调节 依赖 于 确定 的 增强 子 对 Dorsal 结合 的 亲和力 。 

Se he AS AR Ao Ae SF mRNA 定位 和 调节 因子 的 共同 作用 。pzcozd 和 oskar mR- 
NA 分别 定位 在 前 、 后 极 导 致 形成 横路 前 -后 轴 的 广泛 的 Hunchback 浓度 梯度 。 这 个 浓 
度 梯 度 依 次 在 未 来 的 胸部 和 腹部 建立 了 Kriippel、Knirps、Giant 的 浓度 梯度 。 这 4 种 
蛋白 质 总 称 为 间 隅 蛋白 ;它们 起 到 转录 抑制 子 的 作用 ， 建 立成 对 出 现 的 局 部 表达 条 。 单 
个 表达 条 受到 成 对 基因 ， 如 eve 的 调节 区 域 的 增强 子 的 调节 。 每 个 增强 子 包 含 活 化 子 以 
及 间隔 抑制 子 的 多 个 结合 位 点 ， 广 泛 存 在 的 活化 子 如 Bicoid 与 局 部 的 间 隅 抑制 子 相互 
作用 建立 了 每 个 成 对 表达 条 的 前 后 边界 。 不 同 的 增强 子 独立 发 挥 作用 形成 复合 的 、7 个 
表达 条 的 成 对 的 基因 表达 。 这 种 增强 子 目 主 调节 部 分 来 目 于 短程 转录 抑制 ， 一 个 间 隅 抑 
制 子 对 增强 子 的 结合 并 不 干扰 同一 基因 相 邻 表达 条 增 踢 和子 的 活性 。 

同 源 异型 基因 编码 形成 相互 不 同 的 体 方 的 调 厄 重 日 。 两 个 深入 人 研究 的 同 源 异 型 基因 
Antp 和 Ubx 在 果 晶 分 别 控制 第 二 和 第 三 胸 节 的 发 育 。Ubx 在 发 育 中 的 这 中 失误 表达 产 
生 无 翅 采 蝇 ， 而 在 头 部 的 失误 表达 则 导致 甬 角 转化 成 了 腿 。 

仅仅 单 从 数量 和 多 样 性 上 讲 ， 市 肌 动 物 是 最 成 功 的 动物 门类 。 对 于 节 肝 动物 多 样 性 
的 分 子 基础 的 了 解 远 胜 于 任何 其 他 动物 类 群 。 例 如 ，Ubx 基因 的 表达 类 型 的 变化 与 各 
种 甲壳 动 物 的 游泳 肢 向 敖 肢 的 转化 相关 。Ubx 和 蛋白 的 功能 改变 能 够 解释 昆虫 腹 肢 的 抑 
制 。 最 后 一 点 ，Ubx 丢 增 强 子 的 变化 能 够 解释 双 埃 目 动物 的 平衡 棒 和 鲜 读 目 动 物 的 后 
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基因 组 分 析 
与 系统 生物 学 


ASE 分 子 生物 学 的 性 质 已 经 被 技术 的 进展 
所 改变 。 对 于 一 些 复杂 的 细胞 学 过 程 ， 壁 


我 们 可 以 鉴定 其 中 每 一 个 组 分 、 每 一 个 基 

i 因 和 每 一 个 和 蛋白质 。 在 没有 大 规模 DNA 

系统 生物 学 测序 技术 和 蛋白 质 组 学 的 方法 之 前 ， 分 子 

生物 学 家 只 能 够 从 全 部 成 分 中 解剖 其 中 一 小 部 分 ， 并 用 此 来 阐明 其 大 致 原理 。 从 他 们 的 

角度 来 看 ， 这 一 小 部 分 是 他 们 所 研究 的 对 象 中 关键 的 限 速 调控 成 分 。 鉴 定 和 分 析 一 个 生 

物 学 过 程 中 所 有 组 分 的 能 力 ， 为 解答 这 一 系列 新 间 题 提 供 了 机 会 ， 这 些 生物 学 过 程 的 设 

计 原理 是 什么 ? 在 本 章 中 ,我们 将 对 基因 组 和 系统 生物 学 的 一 些 新 出 现 的 领域 进行 计 
论 ， 这 些 新 的 领域 是 传统 的 基于 实验 的 分 子 生物 学 与 计算 机 分 析 结 合 的 产物 。 


基因 组 学 概述 


在 全 基因 组 测序 之 前 ， 要 进行 大 尺度 的 DNA 序列 的 比较 是 很 困难 的 事情 。 人 们 最 
多 只 能 对 少数 物种 的 少数 基因 的 DNA 序列 进行 研究 。 随 着 功能 强大 的 全 自动 测序 仪 的 
问世 ， 现 在 已 经 能 够 获得 整个 基因 组 的 组 织 与 遗传 组 分 的 完整 信息 。 事 实 上 ， 和 截止 到 本 
书 撰写 之 时 ， 超 过 1000 个 物种 的 基因 组 序列 已 经 被 测定 并 完成 组 装 。 因 此 ， 现 在 我 们 
可 以 对 各 种 微生物 、 植 物 和 动物 之 间 的 完整 遗传 组 分 进行 比较 分 析 。 在 本 章 中 ， 我 们 将 
首先 曾 述 基因 组 注释 的 一 些 基 本 方法 ， 即 采用 实验 和 计算 的 方法 从 复杂 的 整个 基因 组 中 
鉴定 每 个 基因 〈 包 括 内 含 子 - 外 显 子 结构 ) 和 相关 的 调控 序列 。 然 后 ， 我 们 将 讨论 基于 
基因 组 的 比较 和 各 个 基因 组 的 系统 分 析 所 获得 的 一 些 新 的 知识 。 


生物 信息 学 技术 用 于 全 基因 组 中 蛋白 质 编 码 基 因 的 鉴定 


基因 组 序列 由 成 万 上 亿 个 A、C、T、G 按 次 序 排列 而 成 ， 它 们 组 成 了 有 机 体 的 各 
条 染色 体 [ 见 第 21 章 中 关于 基因 组 如 何 由 短 的 “支架 ”(scaffolds) 组 装 而 成 的 详细 讨 
论 ]。 如 果 不 对 基因 组 进行 “注释 >”， 其 巨大 元 长 的 序列 不 能 提供 任何 有 价值 的 信息 。 如 
后 面 几 页 所 描述 的 ， 注 释 (annotation〉 是 指 系 统 鉴 定 每 一 段 基因 组 DNA 中 所 包含 的 
生日 质 编 码 序列 和 非 编码 序列 ， 后 者 是 指 那些 调控 RNA， 如 miRNA 的 DNA 序列 ( 见 
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第 18 πλ, 。 对 于 每 一 个 转录 单元 ， 都 要 确定 其 内 含 子 与 外 显 子 的 准确 结构 ， 如 果 所 研究 
的 基因 组 与 模式 生物 〈 如 酵母 和 果 蝇 ) 接近 ， 就 有 可 能 确定 基因 组 中 大 部 分 基因 的 潜在 
的 或 已 知 的 功能 。 只 有 获得 了 这 些 信 息 ， 才 有 可 能 把 一 个 基因 组 的 全 部 编码 能 力 分 门 别 
拓 并 和 其 他 物种 的 基因 组 进行 比较 。 

细 栈 和 简单 的 真 核 生物 的 基因 组 注释 相对 直接 ， 只 要 能 够 识别 可 读 框 (ΟΕΕ) B 
可 。 全 党 并 非 所 有 的 ORF 都 是 真正 的 蛋白 质 编码 基因 ， 尤 其 是 那些 小 ORF。 可 读 框 的 
识别 相对 而 言 较为 容易 ， νον... 

对 于 具有 复杂 的 内 合子 -外 显 子 结构 的 动物 基因 组 来 说 ， 这 一 挑战 还 要 大 得 多 。 正 
因为 如 此 ， 我 们 需要 多 种 生物 信息 学 分 析 工 具 来 鉴定 基因 ， 的 基因 组 中 识别 其 遗 
传 组 分 。 许 多 计算 机 程序 已 经 被 开发 出 来 。 根 据 设 定 的 各 种 序列 参数 ， 这 些 程序 可 以 应 
用 于 鉴定 潜在 的 蛋白 质 编码 基因 (图 20-1), 包括 依 据 两 侧 的 5' 和 3' 前 切 位 点 来 确定 
ORF., ÆR 13 章 中 我 们 已 经 讨论 到 ， 剪 接 供 体 和 受 体 的 序列 既 短 又 具有 简 并 性 (de- 
generate) ， 但 如 果 我 们 结合 前 后 的 其 他 信息 ， 壁 如 表达 序列 标签 (expressed sequence 
tag, EST) 数据 的 话 (下 面 还 要 讨论 )， 还 是 能 够 识别 内 含 子 与 外 显 子 的 边界 的 。 尽 管 
如 此 ， 依 徘 计算 机 的 方法 并 不 能 做 到 完全 准确 。 大 约 有 3/4 的 基因 能 够 通过 这 种 方法 被 
了 观测， 还 有 很 多 则 不 能 预测 出 来 ， 即 使 在 所 识别 的 预测 基因 中 ， 一 些 短 的 外 显 子 ， 尤 其 
征 非 编码 外 显 子 常常 被 错误 地 鉴定 出 来 。 
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图 20-1 RR vd 位 点 的 结构 。 图 示 为 X 染色 体 上 一 段 长 约 25kb， 含 有 und 基因 的 区 域 。Vnd 基因 转录 物 含 
有 三 个 外 显 子 和 两 个 内 含 子 。 其 中 5 (9) 和 3” ( 右 ) 端 空白 框 表 示 非 编码 序列 ， 即 不 参与 最 终 蛋 白质 的 编 
#5. FlyBase 是 一 个 用 于 果 蝇 基因 组 分 析 的 标准 数据 库 。 


用 全 基因 组 覆 瓦 式 芯 片 分 析 转 录 组 


在 完成 一 个 生物 的 全 基因 序列 组 装 后 ， 它 可 以 用 来 全 面 分 析 特 定 细胞 或 组 织 中 表达 
的 所 有 得 日 质 编 码 基因 或 者 非 编 码 序列 (如 内 含 子 与 miRNA 基因 )。 全 基因 组 的 代表 
性 转录 物 被 称 为 转录 组 〈transcriptome) 。 将 人 工 合成 的 长 50 EER AY ABE DNA H 
Be GREKO 点 到 玻璃 片 或 硅 片 上 。 大 约 每 隔 100 一 150 bp 的 基因 组 序列 设 一 个 这 样 
的 春 核 背 酸 ， 按 基因 组 序列 依次 排列 ， 即 是 “ 覆 瓦 式 芯片 ”( 意 为 像 屋 顶 的 瓦 片 那样 覆 
兰 整 个 基因 组 的 芯片 一 一 译 者 注 ) 。 全 基因 组 的 覆 瓦 式 芯片 发 展 非常 迅速 。 现 在 ， 该 技 
术 已 经 发 展 到 可 以 在 Lem? 大 的 玻璃 片 或 者 硅 片 上 制备 覆盖 全 基因 组 的 完整 的 芯片 。 例 
如 ，1 百 万 个 50mer 的 寡 核 苷 酸 可 以 点 到 同一 张 芯片 上 ， 可 覆盖 果 蝇 的 整个 基因 组 。 我 
们 在 下 面 将 讨论 到 ， 芯 片上 每 个 点 “〈 即 每 一 段 核 背 酸 序列 ) 只 能 通过 安装 在 显微镜 上 的 
敏 型 感应 融 才 能 检测 其 杂交 信和 号 。 

为 了 狄 得 转录 组 信息 ， 将 覆 瓦 式 芯片 与 荧光 标记 的 RNA (或 cDNA) 探 针 进行 杂 


基因 组 学 概述 。707 。 


区 。 这 些 控 针 可 以 来 和 目 特 定 类 型 的 细胞 ， 如 海 鞘 幼虫 尾部 肌肉 细胞 或 在 特殊 培养 基 里 生 
长 的 酵母 细胞 。 最 终 显 示 的 结果 是 得 到 一 系列 杂交 信和 号， 对 应 于 整个 基因 组 中 所 有 预测 
的 集 日 质 编码 序列 (图 20-2) 。 


图 20-2 ”全 基因 组 履 瓦 式 芯 片 。 果 蝇 3 号 染色 体 上 一 个 长 50kb 的 区 段 ， 含 4 个 基因 。 图 上 部 所 
示 为 各 个 转录 本 的 外 显 子 和 内 含 子 的 结构 。 白 色 箭 头 所 指 为 一 很 大 的 内 含 子 区 ， 可 能 含有 一 个 
小 外 显 子 (micro-exon)。 总 RNA 取 自 不 同 发 育 阶段 的 胚胎 ， 与 全 基因 组 履 瓦 式 世 片 杂交 。 此 
心 片 由 基因 组 序列 上 每 隅 35bp 一 个 的 25bp MISE RRA. ARE ES HY TR AGG MT NY ESP fb T 
和 内 含 子 。 图 中 红色 表示 早期 豚 胎 、 绿 色 和 蓝 色 表 示 发 育 较 老 的 胚胎 。 (经 许可 引 自 Manak et 
al. 2006. Nat. Genet. 38: 1151-1158, Fig. 5. Ὁ Macmillan. ) 
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由 于 内 含 子 转录 物 的 不 稳定 性 ， 一 旦 从 初级 转录 物 中 出 来 后 便 会 迅速 地 降解 。 这 些 实验 
使 用 的 都 是 总 RNA (total RNA), 但 是 由 于 外 显 子 序列 较 内 含 子 序列 稳定 ， 经 过 标记 
和 杂交 ， 外 显 子 序列 显示 的 信号 要 比 内 含 子 序 列 的 信号 强 得 多 。 

全 基因 组 履 瓦 式 心 片 的 男 外 一 个 优点 是 能 用 于 检测 非 编 码 基 因 ， 如 miRNA 基因 。 
miRNA 是 由 一 些 大 片段 的 RNA 前 体 Cpri-RNA) 加 工 而 来 。 其 转录 单元 长 度 为 1~ 
10kb〈 见 第 18 草 )。 通 过 与 履 瓦 式 心 片 杂交 能 很 容易 地 检测 这 些 pri-RNA。 在 某 些 情况 
F, miRNA 基因 也 含有 内 含 子 。 只 有 在 这 些 内 含 子 被 剪 切 之 后 ， 该 基因 才能 生成 成 熟 
的 miRNA。 此 外 还 有 一 些 其 他 的 非 编 码 转 录 物 同样 可 被 检测 ， 其 中 包括 蛋白 质 编码 基 
因 的 内 含 子 中 的 “ 反 义 ”RNA (antisense RNA), 这些 RNA 可 能 在 调控 和 蛋白质 编码 基 
因 的 表达 和 功能 方面 发 挥 作 用 。 

用 上 复 瓦 云 必 片 得 到 了 一 些 令 人 震惊 的 结果 : 在 一 个 典型 的 基因 组 中 ， 大 约 有 1/3 的 
序列 是 转录 的 ， 尽 管 只 有 其 中 一 小 部 分 是 蛋白 质 编码 序列 。 例 如 人 类 的 蛋白 质 编码 序列 
只 占 基因 组 的 5%。 这 说 明 大 多 数 转 录 物 来 自 基因 组 中 大 量 的 内 含 子 DNA 序列 。 许 多 
基因 在 离 基 因 编 码 序列 很 远 处 (1 Mb ak te) 有 5 端的 非 编 码 外 显 子 。 这 些 序 列 ， 有 
时 候 能 相 隅 一 百 万 个 碱 基 。 在 某 些 情况 下 ， 这 些 内 含 子 区 域 能 够 产生 miRNA 和 一 些 其 
他 类 型 的 非 编码 RNA. 


专门 的 比 对 工具 可 用 来 鉴定 DNA 调控 序列 


基因 组 技术 在 鉴别 基因 和 分 析 转 录 单 元 的 结构 方面 十 分 有 效 。 基 因 鉴 定 后 ， 生 物 信 
县 学 方法 能 够 预测 该 基因 编码 蛋白 质 的 可 能 功能 和 结构 。 人 例如， 是否 含有 已 知 的 结构 域 
(domain) 或 基 序 (motif),， 或 者 是 否 与 已 知 蛋 白质 具有 相似 的 特性 。 在 这 些 方法 中 ， 
基本 局 部 比 对 搜索 工具 (BLAST, the Basic Local Alignment Search Tool), EI BLAST 
算法 提供 了 对 重 日 质 或 者 核 背 酸 序 列 搜索 、 比 较 和 比 对 的 一 种 强大 的 方法 。 通 过 
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BLAST 搜索 ， 一 段 外 显 子 序列 可 以 被 快速 地 同 庞大 的 蛋白 质 编码 数据 库 进行 比 对 (图 
20-3)。 显 着 比 对 上 的 蛋白 质 编 码 序 列 的 功能 ， 如 DNA 结合 蛋白 质 、 复 制 因 子 或 细胞 
膜 受 体 等 ， 可 以 用 于 快速 预测 该 基因 的 可 能 活性 和 蛋白质 产 物 。 此 外 ， 简 单 的 BLAST 
搜索 还 能 识别 产生 miRNA 的 非 编 码 转录 物 〈 见 第 18 ΞΕ}, 

Size=6 Zinc finger protein SLUG (Neural crest 


transcription factor Slug) (Snail homolog 2) 
Length = 268 


Score = 217 bits (553), Expect = le -56 
Identities = 98/144 (68%), Positives = 113/144 (78%), Gaps = 4/144 
(2%), Frame = -1 


Query: 264 LPCKCPICGKAFSRPWLLOGHIRTHTGEKPFQCPDCPRSFADRSNLRAHQOTHVDVKKYA 
LPC C ICGKAFSRPWLLOGHIRTHTGEKPF CP C R+FADRSNLRAH QTH DVKKY 


Sbjct: 183 LPCVCKICGKAFSRPWLLQGHIRTHTGEKPFSCPHCNRAFADRSNLRAHLQTHSDVKKYQ 


Query: 84 CQVCHKSFSRMSLLNKHSSSNCTI 13 
C+ C K+FSRMSLL+KH S C + 
Sbjct: 243 CKNCSKTFSRMSLLHKHEESGCCV 266 


图 20-3 ”编码 一 个 调控 蛋白 质 的 外 显 子 的 BLAST 分 析 。 查 询 (query) 序列 所 对 应 的 是 用 来 分 析 的 未 知 
基因 组 区 段 ， 并 在 庞大 的 蛋白 质 编码 序列 数据 库 进行 搜索 。 目 标 (Sbjct) 序列 表示 同 未 知 序列 相似 度 
最 高 的 序列 。 在 本 例 中 ， 目 标 序 列 对 应 的 是 调控 蛋白 质 SLUG。 


在 第 17 章 我 们 已 经 了 解 到 ， 在 基因 编码 序列 之 外 还 存在 着 许多 DNA 调控 序列 ， 
这 些 序 列 调控 着 相关 基因 在 机 体内 何 时 何 处 表达 或 关闭 ， 对 于 这 些 序列 的 识别 和 分 析 更 
具 挑 成 性 。 的 确 如 此 ， 这 些 序列 被 称 为 基因 组 中 的 “暗物质 ” (dark matter)。 如 今 ， 
只 有 全 基因 组 学 的 方法 能 够 用 于 鉴定 这 一 类 重要 的 DNA 序列 信息 。 

BLAST 搜索 是 为 识别 蛋白 质 编码 序列 而 建立 的 ， 稍 作 变 化 也 可 用 于 鉴定 痊 椎 动物 
的 一 部 分 调控 序列 。 细 胞 特异 性 增强 子 含 有 一 个 或 多 个 序列 特异 性 DNA 结合 蛋白 质 的 
AeA COLE 17 章 )。 在 某 些 情况 下 ， 这 些 位 点 徐 足 以 用 于 鉴定 一 些 可 以 比 对 的 短 
DNA 序列 。 计 算 机 程序 VISTA 能 以 10~20bp 的 窗口 对 不 同 基因 组 进行 比 对 ， 因此 可 
以 鉴定 仅 长 50 一 75bp 的 不 完全 保守 的 非 编 码 序 列 (图 20-4) 。 河 豚 鱼 和 小 鼠 具 有 1 万 个 
相似 的 非 编 码 短 序列 ， 可 以 相信 其 中 很 多 都 有 相应 的 组 织 特 异性 增强 子 。 然 而 ， 这 两 种 
动物 ， 尤 其 是 小 鼠 ， 很 可 能 有 10 万 个 增强 子 。 由 此 而 知 ， 这 些 简单 的 序列 比 对 方法 并 
不 能 完全 识别 数量 庞大 的 调控 序列 。 

组 织 特异 性 增强 子 还 可 以 通过 扫描 基因 组 中 的 已 知 调控 蛋白 质 的 潜在 结合 位 点 (po- 
tential binding site) 来 鉴定 。 例 如 编码 一 个 细胞 黏附 分 子 的 o HB (α-οπιοπίπ) 基因 在 许 
多 不 同 的 组 织 中 都 有 表达 ， 但 在 心脏 前 体 细胞 (心肌 细胞 ) 中 的 表达 尤 高 。 因 此 ， 就 有 可 
能 通过 对 ce 环 素 基 因 的 两 侧 和 内 含 子 序列 的 比 对 分 析 ， 寻 找 已 知心 脏 调控 蛋白 质 (如 
MEF2C, GATA -4 和 F47/HAND) 的 结合 位 点 ， 来 鉴定 可 能 存在 的 心脏 特异 性 增强 子 
(图 20-5)。 这 些 调控 蛋白 质 每 一 个 都 能 识别 一 些 长 6 一 8 bp 的 DNA 基 序 。 这 些 结合 位 点 
AY LAMA AG (PWM, position-weighted matrix) 来 描述 ， 能 够 用 不 同 的 计算 机 和 实验 
的 方法 ， 如 SELEX (in vitro selection, “体外 选择 ”) 来 决定 〈 详 见 第 21 ΒΞ), MARE 


基因 组 学 概述 « 709. 
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20-4 调控 序列 的 VISTA 比 对 。 图 下 部 的 红色 箭头 显示 小 鼠 基因 组 中 两 个 高 度 保守 
蛋 白 质 编码 基因 之 间 非 编码 区 的 保守 序列 。 这 一 非 编码 序列 接 到 lacZ 报道 基因 (re- 
porter gene) 上 ， 并 在 转基因 小 鼠 的 胚胎 中 表达 。 图 中 绿色 箭头 和 方 框 所 显示 的 是 非 编 
码 保守 序列 所 指导 的 表达 方式 。 该 序列 作为 增强 子 ， 其 功能 是 指导 lacZ 报道 基因 在 鼠 
胚胎 的 前 脑 发 育 过 程 中 的 表达 。 (经 许可 ， 复 制 自 Visel A. εἰ αἰ. 2007. Nucleic Acids 
Κε». 35: D88—D92, Fig. 19 Oxford University Press. ) 


阵 来 搜索 ce- 环 素 基因 的 位 点 ， 就 能 鉴定 MEF2C, GATA -4 和 FE47/ HAND 的 结合 位 点 簇 。 
实验 方法 也 证 明 这 些 结合 位 点 艇 位 于 基因 的 5 外侧 ， 真 正 具 有 增强 子 的 功能 。 


ise. 


Λιβ -138 ΜΕΝ 


大 忆 -138 ΜΒ 
办 a 
一 一 A ( 
arenaer areren GATA-box2 
78 SS αρ RR P E Pea OF Cee PSO η oan Rag ore ae AS 
一 一 = gh ha A 2 Pe > | - J - + (8 oy t ~ Λ.Α! | | 人 六 t 1 | | d WA a [ἃ 
JIN OY as Sy Wd each τν) PAA | Ια ΝΡ ἐπ } FAN «ἊΝ Γ ας Ὁ Ἐν ἡ ἘΒ AIT LASA LAA CS 
-rr κ FT ， A mp ese F αν ` n προς” «'--; Kz ΕΞ: « ην ieee nd ον dire oe πρ ese neta 
一 一 | ΕΝ Ῥ α | ， A | a po md ἐὰ 5 Ea AA ερ 5 | fi { 7 at | χα. Οι { 
κκ 78 人 人 sd Xu V Ἄδα οκ λα αν 2 0 ος ἡ ο (5 GA OF on, | giois OGASUNA 1 PRADERA SAAS NL 
人 类 -80 


REELS 


GATA-box] 
AN -21 ΟΠΕ ΠΡΙ», TGGTGCTCA 
ΚΒ ολη TCCTCRE GCT cn τος... 
λ -20 ολλ CAACGCTCA 


20-5 ”心脏 特异 性 增强 子 的 in silico 鉴定 。a 连环 蛋白 质 基 因 5 侧 区 域 的 一 段 长 约 140bp 的 序列 ， 它 
在 小 鼠 、 大 鼠 和 人 类 基因 组 中 具有 保守 性 。 该 保守 序列 含有 三 个 关键 的 心脏 分 化 调控 蛋白 质 (E47/ 
HAND、MEF2C 和 GATA) 结合 位 点 。 实 验 已 经 证 明 ， 该 序列 在 小 鼠 中 是 一 个 真正 的 心脏 特异 性 增 
唱 子 。 理 论 上 说 ， 该 序列 可 以 通过 VISTA text COL 20-4) 或 者 心脏 调控 蛋白 质 聚 类 分 析 而 被 鉴定 。 
(经 许可 ， 复 制 自 Vanpoucke G. , et al. 2004. Nucleic Acids Res. 32: 4155 一 4165， 图 1 局 部 . ) 
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按理 说 ， τ: MEF2C 和 E47/HAND 结合 位 点 簇 ， 
他 心脏 特异 性 增强 子 应 该 也 能 被 鉴定 出 来 。 这 一 方法 已 经 被 应 用 于 增强 子 的 鉴定 ， 
效 采 甚 微 〈 见 框 20-1) 。 就 算是 最 好 的 结果 ， "ν.μ. 
H, WANA 10% ~20% AMIR AE REIL AT ERG, Ab, EX 文 些 识别 的 候选 增强 子 中 ， 
许多 是 假 阳 性 ， 并 不 具有 增强 子 的 功能 。 当 该 方法 应 用 于 特定 的 候选 基因 时 却 能 够 获得 
较 好 的 成 功 ， 如 上 所 述 的 w- 环 素 基 因 。 
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经 证 明 ，DNA 绪 合 位 点 聚 类 分 析 是 果 蝇 基因 组 增强 子 鉴 定 过 程 中 非常 有 用 的 工 
有 具 。 但 是 ， 目 前 的 计算 机 程序 并 非 具 有 100% 的 准确 性 。 即 使 是 最 好 的 预测 软件 ， 也 大 
约 只 能 够 成 功 预 测 1/3 的 真正 增强 子 。 设 想 ， 假 如 在 结合 位 点 的 组 合 基础 上 加 入 空间 限 
制 ， 将 会 比 以 往 简单 的 位 点 簇 的 方法 获得 更 高 的 命中 率 。 例 如 ， 在 第 17 章 我 们 已 看 
到 ， 和 干扰 双 增强 子 体 包 含有 固定 空间 结构 的 结合 位 点 ， 其 中 包括 相连 位 点 之 间 的 螺 
We FAD. - 


。 712。 第 20 章 基因 组 分 析 与 系统 生物 学 


增强 子 识 别 的 最 佳 方法 一 一 ChIP-Chip 分 析 


前 文 已 讨论 到 ， 覆 瓦 式 忌 片 代表 着 从 全 基因 组 角度 来 分 析 一 个 遗传 位 点 详细 结构 的 
最 为 有 效 的 方法 。 作 为 覆 瓦 式 芯 片 的 一 个 改进 方法 ，ChIP-Chip 分 析 也 是 当前 鉴定 全 基 
因 组 调控 序列 的 最 佳 方法 。 

ChIP-Chip 分 析 方 法 是 由 覆 瓦 式 芯 片 和 免疫 沉淀 〈ChIP) 两 种 方法 结合 而 成 。 有 关 
免疫 沉 泻 的 方法 ， 将 在 下 一 章 中 进行 详细 阐述 。ChIP 主要 由 以 下 步骤 组 成 :首先 ， 对 
细胞 、 组 织 、 需 官 ， 甚 至 是 整个 胚胎 进行 甲醛 处 理 ， 把 DNA 结合 蛋白 质 和 它们 所 连接 
的 DNA 序列 与 其 他 相关 和 蛋白质 交 联 起 来 ， 这 些 交 联 的 染色 体 被 打 断 成 200 个 碱 基 的 短 
小 片段 ; 接着 ， 用 针对 目标 DNA 结合 蛋白 质 的 抗体 ， 把 与 该 蛋白 质 结合 的 DNA 序列 
从 短小 片段 中 分 析出 来 。 在 常规 的 ChIP 过 程 中 ,抗体 分 离 出 来 的 交 联 体 将 首先 被 解 
联 ， 人 饮 疫 沉淀 下 来 的 DNA 片段 将 作为 PCR 反应 的 模板 ， 用 于 扩 增 一 些 特定 基因 、 因 
此 ， 通 过 是 否 能 够 扩 增 出 该 目的 序列 ， 可 以 验证 我 们 感 兴趣 的 蛋白 质 是 否 结合 到 由 甲醛 
处 理 分 离 出 的 DNA 序列 上 。 

TE ChIP-Chip 方法 中 ， 交 联 体 被 解 联 后 ， 所 有 免疫 沉淀 下 来 的 DNA 都 用 于 PCR 
ὑ 1. AE, BH PCR 扩 增 所 使 用 的 是 一 对 通用 引物 。 该 引物 非特 异地 结合 到 所 有 
的 DNA 片段 两 端 。 在 扩 增 之 后 ， 这 些 产 物 将 用 荧光 进行 标记 。 最 后 ， 也 是 最 为 重要 的 
一 步 是 将 这 些 标记 好 的 片段 杂交 到 全 基因 组 覆 瓦 式 芯 片上 。 因 此 ， 该 方法 可 以 从 全 基因 
组 的 角度 来 鉴定 DNA 结合 蛋白 质 所 识别 的 序列 (图 20-6), 


vnd-lacZ 


ChIP 的 实 集 倍数 


图 20-6 用 ChIP-chip 方法 鉴定 vnd 位 点 DNA 调控 序列 。 与 调控 蛋白 质 Dorsal (红色 )、 
Twist Cf) 以 及 Snail (绿色 ) 相互 作用 的 DNA 片段 ， 分 别 杂 交 到 果 蝇 全 基因 组 覆 瓦 式 
心 请 上 。 图 中 ， 左 边 所 示 的 是 覆 瓦 式 芯片 上 包含 und 位 点 的 区 域 。 在 und 转录 物 内 含 子 1 
中 ， 包 含有 一 个 Dorsal、Twist 和 Snail 结合 位 点 的 大 峰 。 在 其 5 外 端 还 包含 两 个 小 峰 。 
通过 lacZ 报道 基因 以 及 在 转基因 胚胎 内 的 表达 证 明 ， 包 含有 任何 一 个 峰 所 在 序列 的 基因 
组 DNA 都 可 以 作为 一 个 真正 的 增强 子 。 图 右 方 所 示 为 由 内 含 子 增强 子 序列 引导 lacZ ΕΙ: 
胎 中 表达 的 图 谱 。 图 右 下 显示 的 是 内 源 ond mRNA 在 胚胎 中 的 分 布 。 (经 人 允许， 摘自 
Zeitlinger J. et al. 2007. Genes Dev. 21: 385-390， 图 3b. 冷泉 港 实验 室 出 版 社 出 版 . ) 
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ChIP-Chip 具有 强大 的 功能 ， 它 已 经 成 功 应 用 于 定位 许多 调控 蛋白 质 在 全 基因 组 
上 的 分 布 。 其 中 的 一 个 例子 便 是 该 技术 在 鉴别 序列 特异 性 转录 因子 Nanog、Sox2 和 Oct4 
上 的 应 用 (图 20-7)。 这 些 调控 蛋白 质 部 分 地 决定 着 人 类 胚胎 干细胞 的 特性 ， 如 自我 繁殖 
能 力 和 能 够 分 化 成 各 种 不 同 细胞 类 型 的 能 力 (详细 的 介绍 请 参考 框 17-6 和 框 19-6) 。 


a b 


re 


图 20-7 决定 干细胞 特性 的 蛋白 质 。 调 控 蛋 白质 Oct4 和 Sox 形成 复合 物 ， 激 活 Nang 的 表达 。 
Nanog 的 表达 也 受 Sox2 的 独立 调控 。Oct4、Sox2 和 Nanog 是 维持 肥 胎 干细胞 状态 的 关键 蛋白 质 。 


针对 Nanog、Sox2 和 Oct4 的 特异 抗体 已 经 应 用 于 鉴定 这 些 蛋 白质 在 干细胞 中 的 
结合 位 点 (参考 图 20-8) 。 结 果 显 示 ， 这 3 个 调控 蛋白 质 能 够 共同 调控 细胞 中 100 个 以 
上 的 可 能 又 增强 子 。 在 这 些 靶 增强 子 中 ， 一 部 分 是 同 已 知 的 发 育 调控 基因 密切 相关 ， 例 
如 Hoxbl 基因 ， 该 基因 与 果 蝇 中 的 同 源 异 型 基因 功能 相似 ( 见 第 19 ΞΕ), 

38 BUDS Hr A ChIP-chip 分 析 方 法 的 结合 ， 在 全 面 鉴定 特定 生物 过 程 中 所 涉及 的 
DNA 调控 序列 方面 显示 出 强大 的 优势 。 在 此 ， 我 们 以 a 环 素 基 因 和 一 些 在 发 育 中 的 心 
脏 中 特异 表达 的 基因 为 例 来 做 说 明 。 从 心脏 细胞 中 提取 总 RNA 后 和 全 基因 组 覆 瓦 式 芯 
片 杂 交 。 可 以 鉴定 出 在 不 同 发 育 阶 段 的 心脏 前 体 细 胞 中 特异 表达 的 基因 ， 包 括 编码 基因 
和 非 编码 基因 。 然 后 ， 用 ChIP-chip 分 析 方 法 鉴定 MEF2C、E47/HAND 和 GATA4 Æ 
日 质 在 体内 的 结合 位 点 ， 这 几 个 蛋白 质 是 前 文 描述 的 心脏 组 织 特异 表达 基因 的 关键 调控 
AP. 55 ChIP 的 显著 信号 ， 以 及 覆 瓦 式 芯片 的 基因 表达 分 析 ， 能 够 很 好 地 鉴定 大 部 
分 或 者 全 部 的 心脏 细胞 特异 的 增强 子 。 


许多 的 动物 间 有 非常 相近 的 基因 和 群 


下 面 我 们 将 讨论 比较 基因 组 分 析 的 一 个 例子 ， 主 要 是 动物 基因 组 比较 的 结果 。 记 今 
为 止 ， 大约 有 100 种 不 同 动物 的 基因 组 被 完全 测序 并 完成 拼接 ， 但 是 其 中 大 部 分 序列 都 
局 限于 少数 的 以 人 类 为 中 心 的 动物 类 型 ， 以 及 主要 的 模式 动物 类 ， 如 果 蝇 (Drosophila 
melanogaster) VIRE (Caenorhabditis elegans), ΓΗ. 为 了 研究 人 类 基因 组 特点 ， 
许多 灵 长 类 动物 基因 组 〈 例 如 黑猩猩 、 猕 猴 等 ) 都 已 进行 了 完全 测序 。 果 蝇 的 12 个 亚 
种 已 经 测序 完毕 ， 并 用 来 研究 其 不 同 种 属 的 多 样 性 。 现 在 ， 仅 有 1/3 的 动物 门 中 至 少 有 
一 个 代表 动物 被 测序 并 完成 组 装 。 

迄今 为 止 ， 基 于 比较 基因 组 序列 分 析 的 发 现 中 ， 最 让 人 吃惊 的 是 在 数量 庞大 的 动物 
种 群 分 文中 ， 从 海 蔡 到 人 类 都 拥有 一 些 相 似 的 保守 基因 。 无 疹 椎 动物 ， 例 如 海蓝 、 冉 虫 
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Η 20-8 用 ChIP-chip 鉴定 被 干细胞 因子 调控 的 增强 子 。 与 Nanog (绿色 )、 
Sox2 (红色 ) 和 Oct4 CHE) 交 联 的 DNA 片段 杂交 到 人 类 全 基因 组 覆 瓦 式 世 
片上 。 这 3 个 蛋白 质 都 集聚 在 与 Hozxbl 基因 相关 的 5' 端 侧翼 序列 上 。( 经 允许 ， 
摘自 Boyer L. A. et αἰ. 2005. Cell 122: 947-956, ΕΙ 2b. Elsevier. ) 


以 及 昆虫 ， 都 含有 大 约 15 000 NEHERA. AED WE ή A eS EY 
数量 稍微 多 一 些 ， 大 约 有 25000 4. (AE. MEL HR EHAR EER HOD PH 
有 的 全 新 基因 ， 而 是 来 源 于 那些 存在 于 无 疹 椎 动物 基因 组 中 的 “ 老 基因 ”的 复制 。 例 
如 ， 在 无 湖 椎 动物 中 纤维 细胞 生长 因子 (FGF) 基因 仅 有 少量 拷贝 ， 而 在 典型 的 痊 椎 动 
物 基因 组 中 ， 该 基因 含有 超过 20 个 拷贝 。 

对 动物 差异 化 之 属性 所 必需 的 基因 群 的 了 解 ， 原 生 单 细胞 真 核 生物 Monosiga 的 基 
因 组 测序 拼接 提供 了 很 多 信息 。 该 生物 是 最 接近 现 有 动物 种 类 的 物种 。 但 是 ， 它 缺乏 许 
多 与 动物 发 育 相 关 的 编码 基因 ， 包 括 信 号 分 子 编码 基因 如 Wingless、 转 化 生长 因子 β 
CTGF-B) Bil Dpp, Hedgehog 以 及 Notch( 见 第 19 章 )。 此 外 ， 它 还 缺乏 在 动物 胚胎 发 
育 过 程 中 操纵 不 同 基因 活性 的 关键 调控 基因 ， 例 如 Hox 基因 以 及 Hox fk., Kk, Mx 
种 人 简单 的 真 核 生 物 到 现代 生物 的 进化 过 程 中 ， 需 要 大 量 的 在 十 亿 年 前 的 远古 深海 生物 中 
没有 的 新 型 基因 的 出 现 。 


许多 动物 中 都 含有 不 规则 基因 


尽管 所 有 动物 都 含有 被 称 为 “工具 箱 ” 的 保守 基因 群 ， 这 些 基因 是 所 有 动物 生长 发 
育 过 程 中 必需 的 。 此 外 ， 每 一 种 动物 的 基因 组 还 含有 决定 自己 特性 的 基因 ， 有 时 候 ， 这 
类 基因 能 够 市 来 意 想 不 到 的 作用 。 例 如 海 精 ， 这 种 动物 含有 编码 纤维 素 合 酶 的 基因 (图 
20-9)。 在 植物 中 ， 这 种 酶 应 用 于 编码 树木 的 主要 组 成 部 分 一 一 纤维 素 。 事 实 上 ， 纤 维 素 
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在 动物 中 几乎 是 不 存在 的 。 那么 ， 该 基因 对 于 海 精 有 什么 作用 呢 ? 成 年 海 靖 是 不 动 的 ， 它 
们 在 潮汐 的 作用 下 过 滤 海 水 〈 见 第 19 章 )。 海 精 具 有 一 层 富有 弹力 的 保护 性 外 蒜 。 这 种 外 
帘 的 主要 组 成 部 分 是 动物 纤维 素 ， 一 种 同 植物 纤维 素 相 类 似 的 物质 。 但 是 ， 通 过 海 精 基因 
组 测序 拼装 的 初步 分 析 ， 我 们 无 法 得 知 它们 是 拥有 自己 的 纤维 素 合 成 系统 ， 还 是 借 由 别 的 
生物 来 生产 这 种 外 匡 。 因 为 的 确 是 有 一 些 生物 借 由 简单 的 共生 体 来 完成 罕见 的 功能 。 例 如 
在 日 蚁 和 一 种 吃 木头 的 暗 螂 的 后 肠 中 就 含有 共生 的 细菌 来 帮助 它们 消化 木 悄 。 


3 kb E a EE or 
κ ese \ ey Gee eT Ge ee οππκνη σι 
运载 体 内 葡 聚 酶 剪接 因子 
C. intestinalis cDNA '-#-—HHIH HHH ΙΝΕ a --ἰ-ᾱ 
HHH- ta 线虫 和 果 蝇 CE TES κα 


图 20-9 玻璃 海 鞘 (Ciona) 基因 组 中 的 一 个 植物 基因 同 其 他 动物 序列 的 比 对 。 图 示 为 Ciona 基因 
组 中 长 20kb 的 区 域 。 该 区 域 含 有 一 个 内 葡 聚 酶 基因 。 该 基因 编码 一 个 与 纤维 素 降 解 和 合成 相关 的 
关键 酶 。 纤 维 素 是 植物 细胞 壁 的 主要 组 成 成 分 。 图 中 红色 矩形 条 表示 拟 南 芥 Kerrigan 1 基因 。 通 
过 基因 搜索 软件 ， 在 Ciona 基因 中 一 共 找 到 15 个 可 能 的 外 显 子 ， 如 图 中 绿色 所 示 。 实 际 上 ， 在 该 
基因 的 5 端 还 存在 一 个 外 显 子 (黑色 框 )， 而 计算 机 软件 却 未 能 将 其 找到 。 与 此 类 似 ， 计 算 机 还 预 
测 到 一 个 编码 RNA 剪接 因子 的 侧 辟 基因， 并 在 预测 到 其 大 片段 编码 序列 中 存在 着 一 个 内 含 子 。 而 
EKE, cDNA 序列 说 明 该 小 内 含 子 并 不 存在 。 在 5' 最 外 端的 外 显 子 ， 预 测 结果 同 实际 结果 也 不 完 
全 一 致 。 在 线虫 、 果 蝇 和 人 类 之 间 ， 其 侧翼 基因 是 保守 的 ， 而 内 葡 聚 酶 基因 唯一 存在 于 Ciona 中 ， 
Ciona 含有 一 个 纤维 性 外 鞘 。 需 要 提醒 的 是 ， 在 所 有 不 同 动物 的 基因 组 中 ， 其 侧翼 基因 的 外 显 子 -内 
含 子 结构 并 不 完全 相同 。( 经 人 允许， 摘自 Dehal εἰ αἰ. 2002. Science 298. 2157-2167, ΕΤ. AAAS. ) 


对 于 海胆 基因 组 的 研究 带 来 了 男 外 一 个 惊喜 : 它 含 有 两 个 在 人 类 和 其 他 准 椎 动物 
中 人 免疫 球 重 白 基 因 重 排 所 必需 的 基因 : RAGI 和 RAG2 ( 见 第 11 音 )。 痊 椎 动物 的 一 个 
重要 特点 是 拥有 免疫 系统 ， 对 感染 以 及 外 界 伤害 作出 免疫 反应 。 这 种 免疫 反应 包括 产生 
抗体 用 于 对 外 来 抗原 的 高 精度 、 高 特异 性 的 识别 以 及 结合 。 无 痊 椎 动物 也 有 其 先天 的 免 
疫 系统 ， 但 是 它们 却 不 能 产生 适应 性 免疫 反应 。 通 过 对 海胆 基因 组 的 初步 分 析 ， 人 们 推 
测 现代 脊椎 动物 的 祖先 可 能 和 一 种 含有 RAGI 和 RGA2 基因 的 细菌 相 结 合 。 但 是 通过 对 
海胆 基因 的 分 析 表 明 ， 这 种 猜想 是 错误 的 。 相 反 ，RAG 基因 为 另外 一 种 远古 动物 一 一 现 
PREZ AD BILE) AAR COLES) 的 祖先 所 必需 的 〈 见 图 20-10) 。 似 乎 
年 在 进化 的 过 程 中 ， 这 个 假设 祖先 的 部 分 后 代 逐 渐 失 去 了 ΚΑΩ ἈΠ, (i epee ay 


进化 中 的 同 线性 


比较 基因 组 分 析 所 发 现 的 最 令 人 震撼 的 结果 是 高 度 同 线性 〈synteny) 的 。 同 线性 
征 指 遗传 连锁 群 在 遗传 距离 很 远 的 动物 间 的 保守 性 。 在 小 鼠 与 人 类 之 间 ， 它 们 的 同 线性 
程度 很 高 。 在 许多 情况 下 ， 同 线性 甚至 能 够 延伸 至 河豚 鱼 。 在 4 亿 多 年 前 ， 河 豚 鱼 与 许 
多 哺乳 动物 属于 共同 的 祖先 。 更 为 其 者 ， 人 类 与 某 些 简 单 的 无 疹 椎 动物 具有 一 些 共同 的 
你 守 同 线性 。 海 葵 便 是 其 中 典型 的 例子 。7 亿 年 前 ， 海 葵 与 人 类 属于 共同 的 祖先 。 这 时 
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图 20-10 后 口 动物 进化 史 。 后 口 动物 一 共有 4 个 门 : RROD. Πα 
诡 动物 门 、 半 索 动 物 门 和 关 索 动物 门 。 环 皮 动 物 门 一 共有 511, ΠΠ 
RATA 3 个 种 。 值 得 注意 的 是 ， 与 消 椎 动物 最 为 接近 的 是 尾 索 动 
物 。 其 中 海 鞘 就 是 尾 索 动物 的 一 种 (参考 框 19-3) (经 人 允许， 摘自 Ger- 
hat J. 2006. J. Cell Physiol. 209: 677-685. ) 


间 正 处 于 寒 武 纪 辐 射 ， 大 量 现代 动物 种 类 形成 期 之 前 〈 图 20-11). 
ae 


$a 了 x ee Ὁ =) ee oo σε ae Wt ο ο ον. ος > ἘΣΎ Se See aa rs 
han Beas Sees ΕΞ See Re ee eee μα... 


图 20-11 海 鞭 与 人 类 遗传 连锁 的 保守 性 。 上 图 显示 的 是 人 类 第 10 号 染色 体 α24 上 10M 的 
区 域 。 图 中 线条 所 表示 的 是 在 该 区 域 中 的 11 个 基因 与 海蓝 染色 体 中 1Mb 对 应 区 域 的 比 对 结 
朱 。 这 11 个 基因 都 位 于 两 个 物种 的 染色 体 中 ， 所 不 同 的 是 ， 在 7 亿 年 的 进化 过 程 中 ， 这 11 
个 基因 在 人 类 和 海 茸 基因 组 中 的 排列 顺序 发 生 了 变化 。 


对 原核 生物 来 讲 ， 遗 传 连锁 至 关 重 要 ， 连 锁 的 基因 往往 受 一 个 共同 的 操纵 子 所 调 
E (参考 第 16 章 ) 。 但 在 后 生动 物 中 ， 此 类 连锁 几乎 遗失 列 尽 。 这 也 就 是 说 ， 相 邻 的 基 
因 比 不 相 邻 的 基因 不 一 定 有 更 紧密 的 共 表 达 (如 在 血液 细胞 中 )。 早 期 比较 基因 组 分 析 
似乎 已 经 确定 ， 遗 传 连锁 对 基因 的 调控 并 没有 多 大 的 影响 。 例 如 ， 在 哺乳 动物 基因 组 之 
H 《如 小 鼠 与 人 类 ) 或 是 无 疹 椎 动物 基因 组 之 间 (如 线虫 与 果 蝇 )， 相 关 基 因 之 间 的 排 
列 并 没有 明显 同 线性 关系 。 然 而 ， 越 来 越 多 的 证 据 表 明 ， 线 虫 同 果 蝇 基因 组 是 高 度 “ 派 
生 的 >。 也 就 是 说 ， 它 们 的 基因 组 在 进化 过 程 中 经 历 了 特殊 的 重 排列 和 改变 。 这 种 现象 
在 其 他 物种 基因 组 中 并 不 多 见 。 该 观点 的 提出 源 自 一 种 简单 的 海 葵 种 类 一 一 星 状 海 蓉 
Nematostella 的 基因 组 分 析 。 
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作为 一 种 远古 动物 ， 海 葵 出 现在 寒 武 纪 化 石 前 期 ， 比 节肢 动物 〈 如 三 叶 虫 ) 和 环节 
动物 出 现 得 还 早 。 尽 管 海 葵 结 构 简 单 且 年 代 和 久远， 但 是 该 物种 仍然 携带 有 一 些 在 果 蝇 和 
线虫 中 早已 经 丢失 的 基因 。 更 加 不 可 思议 的 是 ， 在 星 状 海 葵 基因 组 中 ， 大 约 有 一 半 的 遗 
传 连锁 是 与 人 类 基因 组 上 极为 相似 ， 虽 然 这 些 基因 在 排列 顺序 上 不 尽 相同 (图 20-11). 
拿 人 类 第 10 染色 体 的 q24 区 来 说 。 在 4Mb 区 域 中 一 共 包 含有 11 个 基因 ， 其 中 有 actin 
基因 和 SLK 基因 。SLK 是 一 个 细胞 分 裂 所 需 的 激酶 编码 基因 。 在 较 小 的 星 状 海 葵 基因 
组 中 ， 它 不 仅 包 含有 这 11 个 基因 ， 而 且 这 些 基因 在 1Mb 区 域 中 也 是 连锁 的 。 这 种 局 部 
同 线性 的 保守 性 揭示 出 一 种 可 能 性 ， 即 连锁 可 能 影响 基因 在 某 些 细节 层面 的 功能 ， 当 然 
目前 还 无 法 解释 这 种 现象 。 通 过 更 多 的 动物 基因 组 测序 ， 尤 其 是 那些 具有 远古 生物 特性 
的 物种 ， 像 海绵 和 扁 形 虫 ， 将 有 望 重建 古 动物 的 染色 体 组 型 ， 也 即 现 在 所 有 我 们 看 到 的 
当代 多 细胞 动物 种 类 祖先 的 确切 染色 体 组 型 和 遗传 连锁 结构 。 


用 深度 测序 (deep sequencing) 探索 人 类 的 起 源 


随 看 快速 、 廉 价 的 大 规模 DNA 测序 技术 的 发 展 ， 那 些 在 一 年 前 几乎 难以 想象 的 实 
验 今天 已 经 成 为 可 能 。 最 近 的 一 个 例子 便 是 穴居 人 基因 组 分 析 。 

现代 人 类 大 约 出 现在 10 万 年 之 前 ， 在 50 万 年 前 与 穴居 人 具有 共同 的 祖先 。 有 证 据 
表明 ， 六 居 人 在 30 万 年 前 消失 之 前 ， 曾 同 现代 人 类 共同 生活 在 一 定 的 区 域 范围 内 。 有 
一 种 观点 认为 ， 这 两 个 群体 曾 发 生 了 交配 ， 才 导致 现代 人 类 基因 组 中 携带 有 一 些 “ 穴 居 
人 基因 ”。 为 了 证 明 这 种 可 能 性 ， 科 学 家 拟 对 穴居 人 的 基因 组 进行 完整 的 测序 。 

从 保存 完整 的 穴居 人 化 石 中 ， 人 们 已 经 提取 出 其 DNA 样本 。 但 是 ， 这 些 样 本 受到 
细菌 和 真菌 DNA 的 严重 污染 。 尽 管 如 此 ， 通 过 成 千 上 万 的 短小 DNA 序列 “读本 ” 
(参考 第 21 章 )， 从 污染 的 DNA 混合 样本 中 分 离 了 真正 的 穴居 人 基因 组 .实际 上 , 在 
保存 完整 的 穴居 人 化 石 中 分 离 的 DNA, (A 2%~3% 属 于 真正 的 穴居 人 的 DNA, È 
们 可 以 和 猩猩 、 人 类 的 参照 序列 相 吻 合 。 共 有 1Mb 的 穴居 人 基因 组 DNA 序列 被 确认 ， 
这 些 序列 99. 5% 与 现代 人 类 基因 组 序列 相同 。 穴 居 人 同 猩猩 、 人 类 的 基因 组 比较 说 明 ， 
人 闵 大 人 同人 类 间 没 有 并 合 (comingling〉 的 发 生 。 现 在 ， 科 学 家 正在 对 完整 的 穴居 人 基因 
组 进行 测序 。 对 一 个 已 经 灭绝 的 动物 基因 组 进行 重新 “复活 ”， 这 种 想法 实在 是 很 了 不 起 。 

我 们 已 经 看 到 了 基因 组 研究 所 揭示 的 多 种 基因 组 中 编码 序列 和 非 编 码 调控 序列 的 各 
种 特性 。 现 在 ， 我 们 把 目光 转移 到 另外 一 个 新 生 的 学 科 中 一 一 系统 生物 学 。 藉 此 ， 我 们 
布 望 能 够 更 好 地 了 解 那些 控制 复杂 调控 过 程 的 生物 环 路 的 特性 ， 如 动物 发 育 过 程 。 


系统 生物 学 


分 子 生物 学 的 成 功 ， 主 要 归功 于 它 能 够 抓 住 那 些 简单 的 系统 ， 以 便 能 够 研究 其 内 在 
的 详细 机 制 。 但 是 ， 同 一 些 目 标 远 大 、 有 全 局 视野 的 研究 策略 相 比 ， 这 些 传统 的 研究 方 
法 开始 银 去 光环 ， 这 些 新 的 策略 采用 定量 及 高 通 量 的 测量 方法 ， 通 过 模型 构建 、 结 构 重 
组 和 理论 方法 的 有 机 结合 ， 替 代 传 统 的 方法 来 研究 更 高 级 、 更 复杂 的 生物 过 程 。 这 种 交 
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叉 学 科研 究 的 特性 ， 恰 恰 定义 了 一 个 新 的 学 科 一 一 系统 生物 学 。 系 统 生物 学 综合 了 数 
学 、 工 程 学 、 物 理 、 计 算 机 科学 以 及 分 子 与 细胞 生物 学 等 学 科 ， 以 定量 、 可 预测 的 方式 
来 描述 那些 控制 生命 如 何 工 作 的 相互 作用 环 路 的 自然 特性 。 系 统 生 物 学 可 以 面 对 生 物 系 
统 的 许多 不 同 层面 ， 如 信号 传输 、 信 号 转 导 、 细 胞 分 裂 和 细胞 骨架 动力 学 等 。 作 为 基因 
的 分 子 生物 学 教材 ， 我 们 主要 集中 在 从 基因 调控 回路 角度 来 曾 明 系统 生物 学 。 我 们 最 大 
的 期 望 是 ， 藉 此 能 够 阐明 那些 靠 传统 的 单 成 分 分 离 研 究 所 不 能 理解 的 基因 调控 原理 。 

系统 生物 学 与 另外 一 个 新 的 学 科 一 一 合成 生物 学 紧密 相关 。 就 像 系 统 生物 学 一 梓 ， 
合成 生物 学 试图 证 明生 物 各 环 路 的 设计 原理 。 然 而 ， 合 成 生物 学 是 通过 创造 模拟 的 人 工 
网 络 ， 模 拟 基因 调控 回路 的 一 些 自然 特性 ， 从 而 来 证 明 原 理 。 此 方法 使 得 我 们 能 够 检测 
调控 系统 是 如 何 工作 的 。 与 自然 界 中 存在 的 相对 较为 复杂 的 调控 回路 相 比 ， 这 些 人 工 网 
络 相 对 简单 ， 可 以 更 精确 地 进行 定量 研究 。 

系统 生物 学 所 关注 的 不 仅 是 基因 调控 的 逻辑 关系 ， 而 且 还 包括 对 进化 内 涵 的 解释 。 
在 第 19 章 我 们 已 经 谈 到 ， 高 等 动物 进化 的 主要 驱动 力 来 自 于 调控 基因 表达 网 络 ， 而 不 
是 基因 本 身 。 例 如 ， 所 有 的 动物 都 具有 相 类 似 的 基因 群 ， 但 它们 表达 的 时 空 却 不 尽 相 同 
(有 时 候 会 截然 相反 )。 换 句 话 说 ， 在 进化 过 程 中 ， 网 络 调控 是 处 于 相对 动态 的 ， 而 受 该 
网 络 调控 的 基因 是 处 于 相对 静态 的 。 

本 节 中 ， 我 们 着 重 于 从 自然 和 人 工 构建 的 基因 调控 回路 角度 简要 地 介绍 系统 生物 学 
与 合成 生物 学 。 我 们 集中 讨论 遗传 回路 (genetic circuit) 的 设计 原理 和 不 同 基因 调控 回 
路 ， 而 不 过 多 地 涉及 该 领域 的 数学 细节 。 系 统 生物 学 是 一 门 新 生 的 学 科 ， 但 是 我 们 也 要 
看 到 ， 该 学 科 中 的 一 些 原理 是 从 经 典 基因 调控 研究 中 衍生 而 来 的 ， 特 别 是 我 们 在 第 16 
章 所 讨论 的 那些 。 但 是 ， 本 章 中 我 们 将 引入 一 些 正式 的 语言 ， 这 些 语言 能 把 从 单 的 例子 
拓展 成 一 系列 不 同 的 生物 调控 系统 。 


含有 节 (node) 与 端 (edge) 的 转录 回路 


调控 回路 可 以 通过 一 个 含有 节 与 端的 简单 网 络 来 描述 。 节 代表 基因 并 用 点 来 表示 ; 
端 表 示 一 个 基因 受 另 外 一 个 基因 产物 调控 ， 并 用 线 表 示 〈 图 20-12a)。 wP We | A 
方向 来 标明 是 否 A 基因 调控 了 基因， 或 者 相反 。 端 还 可 以 加 标志 来 表示 该 调控 是 正 贡 
控 还 是 负 调 控 。 因 此 ， 一 条 从 基因 A 指向 基因 B， 末 端 为 “| ”结尾 的 线 表 示 基 因 A 
的 产物 是 基因 Β 的 负 调 控 子 (图 20-12b) 。 反 之 亦 然 ， 一 条 从 A 指 回 BIR mZ AY 
是 基因 A 的 产物 正 调控 基因 B 的 表达 (图 20-120). 

我 们 现在 从 一 个 最 简单 的 双 节 点 例子 开始 ， 即 基因 A 的 产物 调控 基因 B 的 表达 
(图 20-12a) 。 通 过 应 答 某 个 信号 ， 基 因 A 编码 的 调控 蛋白 质 触 发 基因 BAYA. aval 
控 蛋 白质 也 可 能 是 一 个 抑制 子 。 在 这 种 情况 下 ， 转 录 过 程 通过 一 个 诱发 子 触 上 发 司 动 ， 该 
诱发 子 能 够 灭 活 抑制 子 〈 图 20-12b)。 或 者 ， 该 调控 和 蛋白质 还 可 以 是 一 个 激活 子 ， 它 外 
够 应 答 信 号 分 子 ， 触 发 基因 B 的 转录 (图 20-12c) 。 

乳糖 操纵 子 是 受 两 个 调控 和 蛋白质 调节 的 (图 16-6 中 已 经 描述 )， 是 一 个 两 种 调控 
类 型 相互 交织 的 例子 : 诱发 子 的 存在 触发 转录 起 始 ， 这 一 过 程 是 通过 灭 活 Lac 抑制 子 ， 
提高 CAMP 浓度 ， 促 进 CAP (分 解 代 谢 物 活化 和 蛋白质) 激活 子 结合 到 DNA EHT Ah 
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图 20-12 包含 节 与 端的 简单 网 络 回路 。(a) 一 个 简单 的 开关 ; (b) fi 
调控 标志 ; (ο) 正 调 控 标 志 ; (d) 自身 负 调 控 ; (ο) 自身 正 调 控 。 


发 的 。 因 此 ， 乳 糖 操纵 子 不 是 一 个 简单 的 开关 : 它 的 表达 同时 需 

要 抑制 子 的 消失 和 CAP 结合 到 其 cAMP 配 体 上 面 。 电 子 工程 有 
一 专业 用 语 ,“ 与 门 ”逻辑 关系 ， 表 示 两 个 输入 条 件 同 时 出 现 才能 
产生 输出 。 在 此 例子 中 ， 这 两 个 条 件 是 抑制 的 取消 和 激活 。 与 门 
可 用 图 20-13 的 标志 来 描述 。 


自身 负 调 控 ， 降 噪 和 降 时 --- 


通常 ， 调 控 基 因 除 了 调控 其 他 靶 基因 的 转录 外 ， 还 能 调控 自 
号 的 转录 ， 这 种 调控 方式 被 称 为 自身 调控 ,同样 有 正和 负 两 种 情 
况 ， 每 种 情况 都 有 自身 的 特性 (图 20-12d，e)。 我 们 先 来 考虑 自 
ο ο ΒΗ ο μα” 
一 个 经 典 的 目 喘 负 调 控 例子 就 是 第 16 章 中 我 们 讨论 的 入 鸣 菌 体 的 纵 子 受 与 门 的 调控 ， 在 该 
ο] 基因 “〈 需 提示 的 是 ，cI 同样 也 是 一 个 目 身 正 调控 的 例子 ， 对 此 调控 回路 中 ,信号 的 输出 
我 们 会 在 下 文 讨论 ) 。 因 此 ，CI 抑制 子 结 合 到 操作 子 Og 位 点 从 而 需要 CAP-cAMP 的 出 现 
抑制 自身 的 表达 (图 16-27}. | μα 

目 身 负 调控 的 生物 学 意义 是 什么 呢 ? 为 什么 在 进化 过 程 中 它 反 
复 地 被 选择 呢 ? 其 中 一 种 解释 已 经 在 第 16 章 中 做 了 说 明 : 自身 负 调 控 是 保证 调控 蛋白 质 
处 于 稳定 状态 的 动态 平衡 机 制 。 因 此 ，CI 的 水 平 下 调 到 足够 低 来 解除 cl 和 其 他 靶 基 因 的 
抑制 ， 然 后 该 基因 转录 的 恢复 将 会 提高 细胞 内 抑制 子 的 水 平 ， 最 终 恢 复 该 抑制 过 程 。 相 
反 ， 一 旦 基因 的 表达 过 大 日 抑制 子 的 产物 超过 了 所 需要 的 量 ， 那 么 自身 负 调 控 便 会 保证 该 
基因 处 于 沉默 状态 ， 然 后 抑制 子 的 水 平 通过 细胞 生长 与 分 裂 ， 或 者 通过 和 蛋白质 酶 降解 ， 捉 
或 是 两 者 而 最 终 下 调 。 

自身 负 调 控 机 制 还 有 另外 一 个 不 太 显 而 易 见 的 优点 : 快速 的 反应 时 间 。 从 尽 可 能 快 
速 且 不 会 产生 多 余 的 抑制 子 的 两 个 相对 的 角度 考虑 ， 如 果 使 用 一 个 强 启动 子 ， 将 能 够 保 
证 产物 的 快速 产生 ， 但 也 会 导致 对 稳定 状态 来 讲 过 量 的 积累 ;从 另 一 个 角度 考虑 ， 如 果 
使 用 一 个 相对 较 弱 的 启动 子 ， 也 可 以 获得 合适 水 平 的 抑制 ， 但 这 需要 较 长 的 一 段 时 间 。 
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目 身 负 调 控 可 以 同时 满足 两 种 需求 : 一 个 相对 较 强 的 启动 子 可 以 保证 调控 蛋白 质 的 快速 
积 厅 ， 而 转录 的 自我 抑制 则 能 够 保证 在 该 抑制 子 达 到 一 定 的 合适 水 平 后 自我 关闭 。 数 学 
模型 和 实验 结果 都 确认 了 自身 负 调 控 比 简单 调控 在 实现 同样 的 一 种 蛋白 质 积 累 水 平 上 具 
有 更 快速 的 反应 (图 20-14). 


100 


基因 表达 水 平 (%) 


时 间 一 一 > 


图 20-14 诱发 子 的 动力 学 。(B) 简单 开关 、(A) 自身 负 调 控 开 关 和 (CC) 
目 身 正 调控 开关 应 答 于 一 个 诱导 信和 号 的 不 同 动力 学 反应 。 
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在 讨论 自身 负 调 控 过 程 中 ， 基 因 表 达 噪 声 (noise) 这 一 概念 极为 重要 。 吉 到 最 近 ， 
人 们 还 是 认为 一 个 基因 在 同 源 的 细胞 群 中 的 表达 水 平 ， 在 一 个 细胞 中 与 另 一 个 细胞 中 相 
比 是 相对 稳定 的 。 然 而 ， 我 们 现在 意识 到 ， 基 因 表 达 水 平 在 同一 个 细胞 群 的 不 同 单个 细 
胞 中 存在 着 本 质 上 的 差异 ， 甚 至 在 同一 个 细胞 中 ， 同 一 基因 的 两 个 拷贝 本 的 表达 也 不 相 
同 。 因 此 ， 我 们 在 这 里 把 “噪声 ” (noise) 一 词 定 义 为 是 在 基本 相同 的 条 件 下 基因 表达 
的 差异 。 噪 声 的 存在 表示 随机 因素 影响 着 单个 基因 的 表达 水 平 。 随 机 性 〈stochasticity) 
暗示 着 一 个 过 程 可 以 通过 随机 的 尺度 来 划分 为 几 个 方面 。 正 如 我 们 所 要 看 到 的 ， 一 些 调 
控 基 序 是 用 来 排除 噪声 的 ,: 而 另外 一 些 基 序 是 用 来 放大 它们 的 。 

基因 表达 过 程 中 的 噪声 来 自 于 两 大 方面 : 内 源 性 和 外 源 性 。 这 两 种 因素 共同 导致 基 
因 在 一 个 群体 中 表达 的 不 同 。 内 源 性 噪声 所 指 的 是 一 个 细胞 内 单个 基因 表达 水 平 的 不 同 
是 由 于 基因 表达 体 中 随机 事件 所 引起 的 。 一 个 经 典 的 例子 就 是 证 明 拥 有 两 个 同样 拷贝 基 
因 的 大 肠 杆菌 内 源 性 噪声 的 过 程 。 该 基因 中 一 个 拷贝 连接 一 个 能 够 编码 红色 荧光 蛋白 的 
报道 基因 ， 另 一 个 拷贝 与 编码 绿色 荧光 蛋白 的 报道 基因 连接 。 在 没有 内 源 性 噪声 作用 的 
情况 下 ， 红 色 和 绿色 荧光 蛋白 的 表达 量 应 该 是 相同 的 ， 因 此 细菌 应 该 显示 黄色 。 相 反 ， 
所 观察 到 的 结果 是 ， 许 多 细胞 呈 明 显 红色 ， 还 有 一 些 明显 为 绿色 (图 20-15a) 。 因 此 ， 
每 个 基因 在 不 同 细胞 内 部 表达 并 非 一 致 ， 而 是 在 一 些 细胞 中 一 个 拷贝 的 表达 (如 带 有 绿 
色 荧光 蛋白 的 拷贝 ) 较 另 外 一 个 拷贝 高 (如 带 有 红色 荧光 蛋白 的 拷贝 )， 而 在 另外 一 些 
细胞 中 ， 则 恰恰 相反 。 

外 源 噪声 指 的 是 ， 在 一 个 几乎 同 源 的 细胞 群 中 基因 表达 的 差异 ， 或 者 是 在 同一 个 
细胞 不 同时 间 基 因 表 达 的 改变 。 该 噪声 可 能 是 由 于 每 个 细胞 环境 的 微小 的 不 均一 性 ,或 
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图 20-15 内 源 与 外 源 噪声 。 在 大 肠 杆菌 细胞 中 ， 一 个 基因 有 两 个 拷贝 ， 其 中 一 个 拷贝 融合 了 一 个 
红色 欧 光 蛋白 报道 基因 ， 而 另 一 拷贝 融合 了 一 个 绿色 荧光 蛋白 报道 基因 。(a) 假设 这 两 个 基因 在 细 
胞 内 表达 随 着 时 间 和 个 体 各 异 (内 源 品 声 ) 的 预测 结果 。(b) 假设 这 两 个 基因 的 表达 由 于 外 源 信 号 
的 作用 而 同步 化 的 预测 结果 。(c) 荧光 图 片 揭示 内 源 噪声 ， 除 了 黄色 细胞 之 外 ， 还 有 红色 和 绿色 的 
细胞 。 (经 允许 ， 引 上 自 Elowitz M. B. εἰ αἰ. 2002. Science 297: 1184-1186. ) 


者 是 细胞 在 执行 转录 或 者 蛋白 质 合成 的 过 程 中 容量 的 波动 性 所 引起 。 一 个 外 源 性 噪声 的 
例子 如 图 20-15b 所 示 ， 两 个 基因 的 表达 随时 间 变 化 。 在 这 种 情况 下 ， 两 个 基因 的 表达 水 
平 在 单个 细胞 中 呈现 同步 性 ， 上 升 一 段 时 期 后 便 下 调 。 这 意味 着 单个 细胞 在 承载 一 些 或 者 
全 部 基因 的 表达 综合 能 力 上 是 随时 间 发 生 波动 的 。 从 图 20-15c 显 微 荧光 结果 可 以 观察 到 ， 
由 于 内 源 噪声 的 作用 结果 ， 其 中 一 些 细胞 是 黄色 的 ， 而 另外 一 些 细胞 呈 红 色 或 者 绿色 ， 
重新 回 到 一 开始 讨论 的 自身 负 调 控 ， 我 们 可 以 看 到 ， 为 了 应 对 噪声 ， 该 调控 基 序 人 
许 细胞 补偿 自 调控 基因 的 表达 水 平 的 变化 。 因 此 ， 调 控 χ RA CI 合成 的 自身 负 调控 
回路 可 以 被 认为 是 非常 稳定 的 。 稳 定性 (robustness) 所 指 的 是 一 个 调控 回路 的 输出 对 
于 一 些 特定 参数 是 非 敏 感性 。 因 此 ，CI 自控 回路 在 克服 cl 基因 表达 过 程 中 的 噪声 ， 获 
取 稳定 抑制 子 水 平 的 能 力 方面 是 很 稳定 的 。 同 时 我 们 也 应 看 到 ， 其 他 一 些 调控 基 序 也 具 
有 帮助 细胞 应 对 不 同 来 源 的 随机 因素 影响 的 能 力 ， 例 如 触发 基因 表达 的 信和 号 的 波动 。 
随机 性 并 非 大 肠 杆 菌 所 特有 。 实 际 上 ， 该 特征 广泛 存在 于 有 生命 的 个 体 中 。 例 如 克 
隆 猫 的 毛色 ， 通 过 将 体 细胞 核 移植 到 已 经 去 除 核 物质 的 卵 母 细胞 而 得 到 的 克隆 猫 ， 与 正 
常 的 核 供 体 猫 相 比 并 不 相同 。 由 于 克隆 猫 和 核 供 体 猫 在 遗传 背景 上 是 相同 的 ， 所 以 人 们 
期 望 这 些 猫 应 该 具 有 相同 的 毛色 。 但 这 并 不 意味 着 控制 毛色 的 一 系列 遗传 事件 的 前 后 关 
联 不 是 完全 的 ， 而 是 存在 一 些 随机 过 程 。 如 同 另外 一 个 例子 一 同 卵 双胞胎 的 指纹 不 同 。 


目 身 正 调控 延迟 基因 表达 


目 喘 正 调控 过 程 发 生 在 一 个 激活 子 蛋 白质 激活 自身 编码 基因 转录 的 时 修 (图 20-12e) 。 
同样 的 ，、 ΜΕΡΗ Ας cl 基因 的 表达 就 是 一 个 典型 而 复杂 的 例子 : 在 细胞 内 CI 浓度 较 低 时 ， 
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CI 抑制 子 俩 爱 于 占据 驱动 cl 转录 启动 子 (Pru) 上 游 的 两 个 操纵 子 On 和 Or 的 位 置 
(图 16-26). 。 位 于 Ogz 位 置 的 CI 蛋白 质 与 RNA 聚合 酶 相互 作用 而 激活 转录 过 程 ， 以 合 
成 更 多 的 CI 和 蛋 日 质 。 当 然 ， 我 们 也 可 以 看 到 ， 当 CI 达到 一 定 的 高 水 平 后 ， 该 蛋白 质 还 
可 以 通过 占据 Ogs 位 置 来 抑制 其 转录 过 程 。 因 此 ，cI 基因 表达 的 调控 是 通过 正和 人 负 自 身 
调控 机 制 来 实现 的 。 

现在 让 我 们 来 介绍 一 个 仅 靠 自身 正 调控 的 激活 子 蛋 白质 的 例子 〈 见 图 20-12e) 。 基 
因 产 物 的 稳定 性 积累 发 生 在 如 下 两 种 平衡 状态 下 : 蛋白 质 合 成 与 降解 速率 达到 平衡 (该 
过 程 应 该 是 不 稳定 的 ) ， 或 者 与 细胞 生长 或 分 裂 产生 的 稀释 达到 平衡 时 。 因 此 ， 稳 定性 
状态 是 指 基 因 产 物 随时 间 的 变化 很 小 的 一 种 状态 。 这 里 的 关键 是 ， 自 身 正 调控 的 基因 从 
开局 到 实现 稳定 状态 所 需 的 时 间 ， 比 自身 负 调 控 的 基因 或 者 完全 无 反馈 的 基因 所 需要 的 
时 间 要 长 (图 20-14) 。 更 确切 地 说 ， 与 其 他 调控 形式 相 比 ， 自 身 正 调控 需要 更 长 的 时 
间 才 能 达到 基因 产物 最 大 积累 量 的 50%。 这 是 因为 随时 间 而 增加 的 生产 速度 ， 依 赖 于 
该 激活 子 本 身 的 积累 。 

目 身 正 调控 在 一 些 缓慢 发 生 的 生物 过 程 中 非常 有 用 ， 如 发 育 过 程 就 得 益 于 与 形态 发 
生 相 关 重 日 质 的 缓慢 积累 。 又 如 ， 在 枯草 杆菌 古 孢 子 (或 者 原生 孢子 ) 发 育 过 程 中 ， 控 
制 晚期 孢子 形成 的 主要 调控 蛋白 质 (可 变 RNA 42ΒΕΠΗ͂ σ 因子 : os 和 ox) 能 够 刺激 它们 
本 身 的 结构 基因 以 及 与 形态 形成 相关 和 蛋白 质 编码 基 因 的 转录 。 因 此 ，c 因子 和 受 它 所 调 
控 的 基因 产物 可 以 缓慢 积累 ， 因 为 of 和 or 的 产生 依赖 于 它们 自身 的 合成 。 

目 身 正 调控 还 有 另外 一 个 优点 。 它 是 极端 类 型 的 调控 ， 即 被 称 为 双 稳 开关 的 基础 ， 
对 此 我 们 将 在 下 文 阐述 。 


一 些 可 锁定 在 不 同 稳定 状态 的 调控 回路 


到 现在 为 止 ， 我 们 所 介绍 的 调控 回路 都 是 可 逆 的 ， 当 打开 某 基因 或 者 某 些 基因 的 信 
号 被 移 除 ， 该 调控 回路 会 重新 返回 关闭 状态 。 然 而 ， 在 一 些 例子 中 ， 当 基因 表达 开关 被 
启动 后 ， 该 基因 会 锁定 在 启动 状态 持续 较 长 的 一 段 时 间 。 这 就 是 著名 的 双 稳 开关 。 控 制 
枯草 杆菌 是 否 变 成 遗传 感受 态 的 回路 就 是 一 个 被 深入 研究 的 双 稳 开关 的 例子 。 感 受 态 是 
一 种 特殊 的 状态 ， 处 于 该 状态 的 细菌 停止 了 增殖 ， 但 具有 从 其 生长 的 环境 中 吸收 裸露 
DNA 分 子 ， 并 通过 遗传 重组 将 同 源 序列 整合 到 基因 组 上 的 能 力 。 感 受 态 的 主 调控 因子 
是 DNA 结合 蛋白 质 ComK， 该 调控 因子 能 够 调控 包括 其 自身 在 内 的 100 多 个 基因 (图 
20-16) 。 维 持 此 开关 处 于 稳定 状态 的 原因 是 多 个 ComK 分 子 相互 协作 结合 到 comK 基因 
局 动 子 上 。 如 我 们 在 框 16-3 中 入 抑制 子 〈 它 本 身 就 代表 着 一 个 典型 的 双 稳 事例 ， 这 点 
我 们 将 在 下 文 讨论 ) 例子 中 所 观察 的 那样 ， 该 类 协作 非 线性 地 影响 开关 决定 的 输出 ， 即 
与 激活 子 的 浓度 相关 。 换 句 话 说， 输出 的 多 少 对 ComK 水 平 的 变化 非常 敏感 (反之 则 
是 不 敏感 ) 。 

细胞 能 否 开启 comK 的 表达 ， 是 由 ComK 蛋白 质 降 解 稳定 性 水 平 上 的 调控 网 络 所 
控制 的 。 但 是 ， 最 终 决 定 ComK 激活 的 因素 是 随机 的 。 也 就 是 说 ， 在 ComK 不 降解 的 
情况 下 ， 和 群体 中 仅 有 一 些 细胞 是 处 于 感受 态 的 。 这 可 以 通过 一 种 带 有 荧光 报道 基因 ( 绿 
色 荧 光 和 蛋白 基因 ) 的 细胞 清晰 地 观察 到 ， 荧 光 报 道 基因 指示 的 是 ComK 决定 的 基因 活 
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图 20-16 MATE. (a) 双 稳 性 是 由 自身 正 调控 开关 控制 的 ， 调 控 蛋 白质 ComK 除了 调控 靶 基因 的 表 
达 外 ， 还 调控 comk 基因 的 表达 。ComK 分 子 协 同 结合 于 启动 子 上 产生 一 个 非 线 性 反应 ， 使 得 其 表达 
对 ComK 的 微小 的 、 随 机 的 变化 非常 敏感 。 所 以 这 个 开关 时 刻 保持 在 “ 开 ” 与 “ 关 ” 的 刀锋 边缘 。 
(b) 经 典 双 稳 性 的 例子 : 在 该 例 中 ， 枯 草 芽孢 杆菌 细胞 (红色 〉 通过 表达 一 个 受 竞 争 性 调控 蛋白 质 
ComK 激活 的 局 动 子 控制 着 报道 基因 的 开 (绿色 ) 或 关 。 此 报道 基因 编码 一 个 绿色 荧光 蛋白 。(b 图 
经 允许 ， 引 自 Dubnau D and Losick R. 2006. Mol. Microbiol. 61; 564-572. ) 


性 。 图 20-16 显示 的 是 细胞 被 分 为 两 个 亚 群 : 一 个 亚 群 中 comK 基因 是 开启 的 ， 而 在 另 
外 一 个 亚 群 中 comK 基因 是 关闭 的 。 这 是 因为 正 反 馈 环 处 于 刀刃 状态 ， 介 于 ComK 的 
不 足 打 开 comK 的 表达 ， 以 及 刚好 达到 触发 自身 正 调控 环 开 启 ComK 调控 的 基因 二 者 
之 间 (参考 框 20-2， 双 稳 性 和 池 后 性 )。 由 于 comK 基因 表达 过 程 中 的 噪声 所 导致 的 细 
胞 间 ComK 和 蛋 日 质 水 平 的 变化 ， 使 得 此 激活 子 在 一 些 细 胞 中 达到 了 立 值 浓度 ， 而 其 他 
细胞 中 没有 。 这 一 目 身 正 调控 的 例子 说 明基 因 表 达 中 的 噪声 信号 如 何 能 促使 细胞 进入 不 
同 的 状态 。 
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抑制 的 途径 来 实现 ， 即 两 种 抑制 子 能 够 负 调 控 对 方 的 转录 。 如 上 所 述 ， 和 A EPS Γ 
一 个 经 典 的 双 稳 性 开关 的 例子 ， 但 该 开关 依赖 的 是 一 个 双重 负 调控 回 路 ， 而 不 是 目 身 正 
调控 ; CI 与 Οτο 抑制 子 的 相互 持 抗 作用 与 病毒 溶 原 与 裂解 状态 紧密 相关 (第 16 FE). 
用 系统 生物 学 的 语言 来 说 ， 我 们 可 以 说 和 哈 菌 体 具有 一 个 双 问 负 端 链接 的 双 市 挟 
HA 

尽管 许多 双 稳 开关 都 是 在 细菌 中 发 现 的 ,但 是 这 并 不 意味 着 双 稳 性 仅 局 限于 微 生 
物 。 例 如 在 胚胎 发 育 过 程 中 ， 线 虫 C. elegans 产生 两 侧 平 行 的 味觉 神经 ， 分 别称 之 为 左 
侧 ASE MAM ASE， 分 别 表达 不 同 的 味觉 受 体 基因 。 一 个 能 够 稳定 处 于 一 种 或 太一 种 
状态 的 双向 负 反 馈 环 ， 控 制 着 一 个 普通 的 前 体 细胞 究竟 表达 哪 种 受 体 。 在 这 种 状态 下 ， 
开关 的 摆 向 并 非 随 机 的 。 确 切 地 说 ， 上 游 信 号 支配 着 开关 的 摆动 方向 ， 而 双 辐 负 反 饥 环 
能 够 使 其 按 预 设 的 状态 锁 住 开关 。 


前 馈 环 一 一 一 种 有 优势 特征 的 三 节点 网 络 结构 


系统 生物 学 领域 中 一 个 重要 的 贡献 是 ， 它 从 无 数 种 理论 上 存在 的 、 简 单 的 调控 回路 
中 ， 发 现 只 有 一 小 部 分 能 够 在 自然 界 中 发 生 。 显 然 ， 一 些 特定 的 环 路 拥有 目 然 选择 所 偏 
爱 的 有 利 特征 。 一 个 典型 的 例子 便 是 由 三 节点 组 成 的 环 路 (图 20-17a) 。 一 共有 13 种 可 
能 的 方法 用 箭头 连接 含有 3 个 节点 的 网 络 环 路 。 这 些 环 路 可 以 通过 箭头 的 方向 ， 盘 头 是 
和 否 连 接 两 个 或 三 个 节点 ， 以 及 成 对 的 节 是 否 被 一 个 或 者 两 个 箭头 连接 起 来 等 相互 区 分 。 
在 这 13 种 环 路 中 ， 一 个 非常 显著 的 环 路 是 前 馈 环 〈 图 20-17b)， 该 环 路 普 遇 仔 在 于 目 
然 界 中 。 在 这 里 ， 我 们 将 其 称 为 网 络 基 序 ， 这 主要 是 因为 该 环 路 是 遗传 回路 中 的 主要 组 
成 部 分 。 前 馈 环 基 序 包括 转录 因子 基因 A 和 受 其 调控 的 为 一 个 转录 因子 B (图 20- 
17b) 。 同 时 ， 这 两 个 转录 因子 又 同时 调控 该 基 序 中 第 三 个 基因 C。 注 意 : 图 20-17b 中 
只 是 简单 说 明 调控 的 方向 〈 如 节 A ΗΒ) 而 非 符 号 。 

如 果 符 号 〈 正 或 负 调控 ) 也 加 入 方向 端的 话 ， 那 么 就 有 八 种 不 同 的 前 锯 环 可 以 被 
区 分 开 来 。 同 样 ， 自 然 选 择 还 是 偏爱 其 中 两 个 ， 因 此 这 两 个 比 其 他 环 路 更 常 抑 。 其 中 一 
个 偏爱 的 前 馈 环 基 序 〈 也 被 称 为 协调 基 序 ) 是 所 有 直接 和 间接 的 通路 都 是 指 问 轰 基因， 
代表 着 输出 的 方向 ， 同 时 还 具有 相同 的 符号 (例如 A 和 B 痢 是 激活 子 ) CAI 20-17c)。 


e. 726 。 第 20 章 基因 组 分 析 与 系统 生物 学 


图 20-17 网 络 环 路 模型 。(a)“ 三 节点 ”网 络 环 路 ， 在 该 环 路 中 每 一 个 节点 
代表 一 个 基因 ， 这 些 基因 通过 三 边 而 相连 。(b) 前 馈 环 ， 自 然 界 中 最 为 常见 
的 网 络 环 路 。(c) 协调 型 前 馈 环 ， 在 该 环 路 中 ， 直 接 和 间接 的 边 都 是 靶 基 因 
的 正 调控 信号 。(d) 非 协调 型 前 馈 环 ， 在 该 环 路 中 ， 直 接 作用 边 是 正信 号 而 
间接 作用 边 为 负 信 和 号。 


而 为 外 一 个 偏爱 的 前 馈 环 基 序 (也 被 称 为 非 协调 基 序 ) 是 靶 基 因 受 到 A 通路 直接 正 调 
控 ，B 通路 间接 负 调 控 (图 20-17b)。 在 这 两 种 基 序 中 ， 靶 基因 的 表达 是 受到 逻辑 与 门 
的 调控 ， 也 就 是 说 C 基因 的 转录 在 前 一 种 环 路 中 需要 A 与 B， 而 在 后 一 种 环 路 中 需要 
A 而 非 B. 

丸 然 这 两 种 基 序 在 所 有 的 前 馈 环 ， 以 及 所 有 可 能 的 三 节点 网 络 环 路 中 最 受 偏爱 ， 那 
么 它们 理所当然 应 该 具有 进化 选择 过 程 中 最 为 基本 的 有 利 特性 。 的 确 如 此 ， 计 算 机 模型 
与 实验 结果 同时 表明 该 基 序 具有 使 得 它们 在 调控 回路 中 更 加 有 用 的 特征 。 例 如 ， 协 调 型 
前 侦 环 具有 要 求 持续 的 输入 信和 号 来 维持 靶 基 因 C 转录 的 特性 (图 20-17c) 。 也 就 是 说 ， 
这 类 型 的 前 馈 环 是 一 个 持续 型 检测 子 ， 它 只 对 长 时 间 维 持 的 或 者 是 稳定 的 信号 发 生 应 
各 。 该 特性 源 自 以 下 的 事实 ， 靶 基 因 的 表达 既 依赖 于 第 一 激活 子 A， 又 依赖 于 第 二 激活 
了 斑 BB 的 有 效 积累 。 因 此 ， 输 入 信号 必须 持续 足够 长 以 满足 第 二 激活 子 B 达到 激活 靶 基 
因 上 表达 的 国 值 。 换 名 话说， 通过 加 入 一 个 对 输入 信号 反应 的 推迟 ， 协 调 型 前 馈 环 帮 
助 细胞 分 辨 持续 型 真实 信号 以 及 随机 的 扰动 (噪声 )， 
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韭 协调 性 前 馈 环 具有 它 本 号 的 优势 特性 (图 20-17d)。 它 是 一 个 脉冲 发 生前， 导致 
基因 表达 在 开局 与 关闭 间 切 换 。 因 此 ， 激 活 子 A 打开 靶 基 因 C 的 表达 ， 但 当 激 活 子 B 
聚集 到 一 定 浓度 后 便 将 基因 C 的 表达 关闭 。 所 以 ， 当 基因 表达 要 求 在 一 定 的 时 间 范 围 
内 时 ， 此 非 协 调 型 前 僻 环 便 发 挥 了 作用 。 


发 育 过 程 中 的 前 馈 环 


前 面 那些 训 析 阐明 了 基因 调控 复杂 通路 中 的 人 简单 设计 原理 。 在 一 些 例子 中 ， 协 调 与 
非 协调 前 饥 环 的 组 合 导 致 产生 各 种 各 样 的 基因 活动 模式 。 其 中 一 个 引 人 注 目的 例子 是 孢子 
形成 过 程 ， 该 过 程 就 是 由 上 述 一 系列 协调 与 非 协 调 前 馈 环 所 形成 的 调控 回路 (图 20-18). 
协调 环保 证 环 路 的 输入 信和 号 稳定 ， 确 保 发 育 发 生 在 正确 的 时 间 和 地 点 。 同 样 的 ， 非 协调 
环 用 来 在 形态 建成 过 程 中 连续 地 产生 基因 表达 脉冲 。 

此 外 ， 另 外 一 个 和 典型 例子 是 果 蝇 豚 胎 背 腹 形 成 调控 机 制 。 我 们 在 第 19 章 中 已 经 讨 
论 过 ， 母 源 调控 重 日 质 Dorsal 局 动 这 一 过 程 ， 该 蛋白 质 在 胚胎 中 呈现 宽 范 围 的 浓度 分 
布 。 当 Dorsal 浓度 处 于 中 高 或 高 时 ， 它 便 和 直接 作用 于 靶 基 因 twist， 激 活该 基因 的 表 
i, Twist 也 是 一 个 调控 重 日 质 ， 它 与 Dorsal 协调 作用 ， 调 探 一 系列 基因 的 表达 ， 例 如 
snail, TASK, TA Wal PEE PE ET Bd Bo BH) $F ο 然而 ， 除 此 之 外 ， snail 3 
但 一 个 转录 抑制 子 ， 许 多 Dorsal 和 Twist 调节 的 靶 基 因 受 它 的 抑制 。 因 此 ， 这 类 靶 基 
因 是 受 非 协 调 型 前 馈 环 所 调控 的 。 所 以 说 ， 在 细菌 孢子 形成 过 程 中 ， 由 dorsal, twist, 
snail 以 及 下 游 基 因 所 构成 的 环 路 是 由 协调 和 非 协 调 型 前 饶 环 组 成 的 。 在 果 蝇 胚胎 发 育 
过 程 中 ， 育 腹 形 态 形成 过 程 受 前 饥 环 的 调控 。 因 此 ， 在 中 豚 层 ， 由 于 Dorsal (K 
Twist) Snail 的 表达 水 平 较 高 ， 所 以 由 Snail 介 导 的 靶 基 因 的 抑制 被 关 财 ， 而 在 外 胚 
层 神经 元 ， 由 于 Dorsal 和 Snail 的 水 平 较 低 ， 所 以 由 Snail 介 导 的 靶 基 因 的 抑制 是 打 
开 的 。 


有 些 调控 回路 产生 市 律 性 的 基因 表达 模式 


对 基因 表达 的 调控 我 们 一 般 考 虑 打开 、 关 闭 或 者 是 调控 表达 水 平 。 但 是 ， 在 生物 体 
内 还 广泛 存在 着 男 外 一 种 基因 调控 模式 一 一 节律 性 ， 即 大 部 分 基因 的 表达 都 是 在 一 个 规 
则 的 时 间 间 隔 内 呈现 周期 性 上 调和 下 调 。 和 定量 地 阐明 调控 节律 性 行为 的 调控 回路 是 对 系 
统 生 物 和 学 的 一 个 重要 挑战 。 

一 个 相对 简单 的 节律 性 调控 回路 的 例子 是 新 月 柄 杆菌 〈Caxlopacter Crescentus) 的 
细胞 周期 (图 20-19)。 在 此 例 中 ， 中 枢 调 控 子 (CtrA 和 GcrA) 的 水 平 以 周期 性 模式 交 
蔡 升 高 和 和 下降。 它们 的 交替 出 现 驱 动 其 他 基因 在 细胞 周期 过 程 中 呈现 节律 性 表达 模式 。 

生物 钟 是 一 个 众所周知 的 节律 性 行为 的 例子 ， 在 生物 钟 的 调控 下 ， 大 量 基 因 在 日 
夜 交 和 蔡 周 期 的 不 同时 间 呈 现 节 律 性 表达 。 在 果 晶 和 哺乳 动物 中 ， 甚 昼夜 节律 部 分 地 受到 
负 前 馈 环 的 调控 ， 其 中 激活 子 和 蛋白 是 Clock 和 Cycle， 抑制 子 是 Per (Period), Clock 和 
Cycle BAZ A 2] per 基因 调控 区 域 ， 激 活该 基因 的 转录 。 当 Per 和 蛋白 在 细胞 中 累积 到 
一 定 的 水 平 后 ， 它 能 够 反作用 于 Clock 和 Cycle， 从 而 关闭 自身 合成 。 一 旦 per 基因 的 
RMA, ATA RRR MIN AEE. Per 和 蛋白 将 慢 慢 从 细胞 中 被 清除 。 这 
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图 20-18 一 系列 前 馈 环 组 成 的 环 路 调控 孢子 形成 过 程 。 图 中 名 字 所 表示 的 是 调控 或 信和 号 蛋白 
质 。 为 了 简洁 ， 自 身 正 调控 回路 因子 cc Mok 没有 在 图 中 画 出 。 (经 允许 ， 由 Wang S. T. et 
al. 2006. J. Mol. Biol. 358: 16-37，Fig. 5. 重新 绘制 ) 


将 导致 抑制 子 恢复 到 一 个 次 级 阔 值 的 水 平 ， 即 Per 蛋白 没有 足够 高 的 浓度 来 抑制 Clock 
和 Cycle 的 活性 。 由 此 ，per 基因 的 表达 重新 打开 。per 基因 表达 的 开 / 关 周期 有 助 于 确 
定 基因 活性 的 24h 循环 过 程 。Per 蛋白 的 合成 与 降解 的 时 间 是 关键 的 依赖 因素 。Per ΞΕ 
日 稳定 性 的 改变 能 够 改变 节律 的 频率 ， 甚 至 产生 不 正常 的 以 22 或 26h 为 周期 的 循环 ， 
而 不 是 正常 的 24h。 然 而 ， 关 于 生物 钟 为 什么 稳定 地 保持 24h 周期 的 机 理 还 未 被 完全 理 
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20-19 WIF CtrA 和 Gera 在 柄 杆菌 属 细胞 周期 的 过 程 中 的 波动 表达 。 (经 允许 ， 引 自 Ho- 
Itzendorff J. et al. 2004. Science 304: 983-987, Fig. 3B, C.) 


解 ， 守 无 疑问 ， 仍 有 一 些 确 切 存 在 但 尚 待 阐明 的 机 制 。 

有 趣 的 是 ， 目 身 负 调 控 还 涉及 另外 一 个 与 周期 基因 表达 毫 不 相关 的 例子 : BRED 
肥 胎 中 的 体 节 形成 过 程 。 体 节 是 胚层 细胞 的 浓缩 块 ， 它 们 将 形成 重复 肌肉 节 和 养 椎 动物 
的 党 柱 (图 20-20a) 。 体 节 从 头 到 尾 的 形成 模式 依赖 于 调控 基因 herl 和 her7 A TEH 
活性 的 开局 与 关闭 ， 至 少 在 斑马 鱼 中 是 如 此 。 这 些 基因 在 此 后 的 体 细 胞 中 保持 周期 性 表 
达 ， 下 到 这 些 细 胞 准备 分 化 形成 物理 性 体 节 为 止 。 随 着 每 一 批 新 细胞 的 成 熟 ， 其 节律 性 
终止 ， 从 而 导致 一 些 细胞 停留 在 周期 的 峰 顶 ， 另 外 一 些 停留 在 峰 谷 ， 并 在 空间 顺序 上 体 
现 了 体 节 的 形成 。 紧 随 新 体 节 形成 的 是 下 一 组 将 来 形成 体 节 的 细胞 重复 相同 的 步 又， 包 
插 新 一 轮 的 基因 表达 的 开启 和 关闭 ， 并 最 终 形成 新 体 节 。 

herl ΤΠ her? 在 斑马 鱼 中 节律 性 表达 的 开启 和 关闭 已 经 应 用 于 数学 建 模 和 计算 机 模 
M. Herl 与 Her? 蛋白 被 认为 结合 到 μεσ] 和 her? 基因 的 调控 区 域 从 而 关闭 转录 过 程 。 
但 是 该 抑制 过 程 仅 仅 维持 短暂 时 间 : 由 于 蛋白 酶 的 降解 ， 一 旦 Herl 与 Her? 蛋白 质 降 
到 一 个 关键 的 国 值 水 平 后 ， 转 录 过 程 重 新 被 恢复 并 开始 一 轮 新 的 循环 : 蛋白 质 合成 开 
始 一 抑制 状态 恢复 等 。 抑 制 基因 产物 的 节律 水 平 调控 其 他 基因 的 表达 ， 从 而 确定 出 新 体 
六 的 形成 模式 。 在 斑马 鱼 中 ， 每 30min 形成 一 个 新 的 体 节 。 解 释 体 节 形 成 的 周期 长 度 
的 一 个 关键 点 是 herl 和 her7 基因 启动 转录 同 自身 抑制 子 积聚 到 有 效 浓度 以 抑制 自身 合 
成 过 程 的 时 间 间 隔 (图 20-20b) 。 

Herl 与 Her? 上 自身 调控 环 完美 地 阐述 了 体 节 基 因 如 何在 单个 的 细胞 中 呈现 开 / 关 表 
达 的 循环 模式 ， 但 是 这 些 基因 是 如 何在 即将 形成 体 节 的 一 个 细胞 及 其 相 邻 的 细胞 中 保持 
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E 20-20 ” 体 节 基因 在 背 椎 动物 发 育 过 程 中 的 表达 。(a) 图 中 所 示 为 鸡 胚胎 发 育 过 程 中 的 体 节 。 箭 头 所 示 
的 是 体 节 ， 节 律 区 是 节律 基因 表达 的 区 域 ， 新 的 体 节 将 在 此 产生 (图 片 由 Julian Lewis 提供 )。(b) 图 中 
所 示 为 斑马 鱼 体 节 基因 节律 表达 的 产生 和 同步 模型 。 节 律 基 因 的 表达 受 负 反 馈 环 的 调控 ， 其 中 涉及 自身 
抑制 子 Herl 和 Her7。 不 同 细 胞 间 节 律 的 同步 化 是 通过 Delta/ Notch 信和 号 通路 来 完成 的 。Herl/Her7 抑 
制 Delta 配 基 的 生成 。 相 反 的 ，Notch 信号 刺激 Her 和 蛋白质 的 表达 。( 摘 自 Julian Lewis 提供 的 图 片 。) 


同步 化 的 周期 性 表达 呢 ? 同步 化 是 通过 细胞 与 细胞 间 的 信号 通路 来 完成 的 。Herl 与 
Her7 除了 抑制 其 目 身 外 ， 它 们 还 抑制 一 个 细胞 膜 编 码 蛋 白质 Delta 基因 的 表达 。Delta 
结合 到 与 其 相 邻 细胞 的 细胞 受 体 蛋白 质 Notch， 并 激活 Notch 信号 系统 ， 进 而 激活 编码 
Herl 与 Her? 生日 所 需 基 因 的 表达 。 当 开 / 关 循环 中 Her 蛋白 水 平 较 高 时 (Η͂! her 基因 
表达 较 低 ) ， 产 生 比 较 少 的 Delta 配 基 (图 20-20b) 。 这 将 导致 与 其 相 邻 的 细胞 中 Notch 
言 号 系统 的 活性 与 her 基因 的 表达 都 比较 低 。 相 反 的 ， 当 Herl 同 Her2 蛋白 水 平 较 低 
ΗΓ CBN her 基因 表达 较 高 )， 细 胞 中 Delta 含量 便 升 高 ， 从 而 激活 相 邻 细胞 her 基因 的 表 
达 。 对 于 每 一 种 情况 ， 信 号 从 相 邻 细胞 通过 Notch 与 其 内 Herl 和 Her? 蛋白 相互 协作 ， 
从 而 保持 细胞 与 其 相 邻 细胞 节律 之 间 的 同步 性 。 因 此 ， 细 胞 内 自身 调控 与 细胞 间 信 和 号 传 
递 共同 使 得 体 节 构成 细胞 呈现 节律 性 行为 。 


用 人 工 合 成 的 环 路 模拟 上 自然 的 调控 网 络 


理解 主导 调控 回路 设计 原理 的 一 个 辅助 方法 是 : 建立 一 些 相 对 简单 的 环 路 ， 并 使 这 
些 环 路 能 够 模拟 目 然 系统 的 一 些 特性 ， 这 就 是 合成 生物 学 领域 的 目标 。 环 路 设计 的 一 个 
成 功 的 典型 例 于 是 抑制 振荡 般 ， 该 实验 加 强 了 我 们 对 节律 性 的 讨论 。 抑 制 振荡 器 是 一 个 
在 大 肠 杆 范 中 生成 的 三 节点 网 络 环 路 ， 该 环 路 由 三 个 相互 连接 的 调控 蛋白 组 成 一 个 环形 
的 模式 ， 三 个 端的 连接 符号 都 为 负 号 。 此 抑制 子 由 三 种 细菌 抑制 蛋白 XCI、LacI 和 
TetR 编码 基因 所 组 成 ，CI EAMH] LacI 编码 基因 ，LacI 进而 抑制 TetR 编码 基因 ， 而 
TetR 反 过 来 抑制 CI， 从 而 形成 整个 网 络 环 路 。 人 们 可 能 会 推测 ， 此 类 三 节点 环 路 可 能 
会 隆 致 这 三 个 基因 的 转录 都 处 于 一 个 低 水 平 的 稳定 态 。 但 恰恰 相反 ， 此 抑制 振荡 器 呈现 
出 一 个 强烈 的 转录 证 律 模式 ， 其 周期 大 约 为 2h。 理 论 上 讲 ， 基 因 表 达 过 程 中 噪声 导致 
这 三 种 抑制 生日 水 平 产 生 波 动 ， 这 将 阻止 系统 达到 稳定 态 ， 取 而 代 之 的 是 一 个 节律 表达 
模式 。 但 是 此 抑制 振荡 大 与 上 述 的 自然 系统 相 比 ， 其 节律 行为 的 稳定 性 依然 相差 甚 远 ， 
这 说 明了 一 个 事实 ， 人 工 合成 的 环 路 在 模拟 自然 界 中 的 复杂 (尚未 被 充分 阐明 的 ) 环 路 
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时 还 具有 许多 不 足 之 处 。 

通过 合成 还 产生 了 许多 其 他 网 络 环 路 ， 这 些 环 路 呈现 出 各 种 各 样 的 行为 模式 。 其 中 
一 个 例子 是 人 工 回路 文库 ， 该 文库 由 许多 转录 因子 和 启动 子 通 过 不 同 的 组 合 所 构成 。 该 
回路 文库 中 的 回路 能 对 不 同 的 输入 信号 组 合 产生 不 同 的 应 答 。 另 外 一 个 例子 是 来 自 “ 发 
出 子 ” 与 “应 答 子 ”菌株 ， 这 类 菌株 能 够 在 琼脂 板 上 产生 基因 表达 的 条 纹 模式 。 发 射 菌 
株 生 长 在 培养 板 的 中 央 ， 它 能 够 产生 信号 分 子 ， 并 从 培养 板 的 中 央 向 四 周 扩散 形成 一 个 
浓度 柳 度 。 两 种 不 同 的 应 答 菌 株 分 散 长 在 同一 个 培养 板 上 ， 这 两 种 应 答 菌株 对 发 射 菌 产 
生 的 信号 分 子 浓度 的 高 低 应 答 不 同 ， 可 通过 产生 可 辨别 的 发 光 报 道 蛋 白 来 区 分 。 因 此 ， 
一 种 应 管 菌株 在 距离 发 射 菌 较 近 处 产生 一 个 有 色光 环 ， 而 另外 一 种 应 答 菌 株 在 距离 发 射 
菌 较 远 处 产生 男 外 一 个 有 色光 环 。 


RZ 


系统 生物 学 的 方法 使 系统 辨别 某 一 复杂 细胞 过 程 中 所 涉及 的 每 一 个 成 分 成 为 可 能 。 
获得 此 类 信息 能 力 的 提高 ， 推 动 了 生物 学 家 数据 分 析 方 法 的 彻底 转换 。 我 们 现在 可 能 的 
问题 是 “该 生物 为 什么 形成 这 样 的 模式 ”， 而 不 再 是 “这 个 过 程 是 如 何 工作 的 >。 展 望 未 
来 ， 随 看 系统 生物 学 与 越 来 越 完善 的 合成 生物 学 的 有 机 结合 ， 由 此 引申 出 来 的 理论 将 有 
可 能 在 未 来 创造 出 一 个 能 够 自我 繁殖 的 有 最 小 回路 的 人 造 细 胞 。 到 了 那 一 天 ， 我 们 将 量 
喘 定 做 人 工 细 胞 ， 使 其 拥有 有 效 代谢 污染 物 、 重 新 利用 废弃 物品 、 将 太阳 能 转化 为 燃料 
或 者 治疗 人 类 疾病 等 能 力 。 
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通过 大 规模 DNA 测序 ， 许 多 动物 的 完整 基因 组 序列 已 经 被 确定 ， 包 括 果 晶 、 海 
彰 、 鱼 类 、 小 女 和 人 类 等 。 借 助 一 系列 实验 和 计算 机 的 方法 ， 蛋 白质 编码 基因 、 非 编码 
基因 (例如 那些 特异 性 microRNA) 和 DNA 调控 序列 可 以 被 系统 性 地 识别 出 来 。 全 基 
因 组 覆 瓦 式 心 片 (whole-genome tiling array) 能 高 效 地 识别 转录 序列 和 整个 基因 组 的 
内 含 子 与 外 显 子 。 而 ChIp-chip 芯片 对 识别 DNA 调控 序列 更 加 有 效 ， 例 如 组 织 特 异性 
表达 的 增强 子 序列 。 

目前 为 止 ， 比 较 基因 组 分 析 给 我 们 带 来 最 惊讶 的 结果 是 : 各 种 相差 甚 远 的 动物 间 基 
因 组 却 包含 一 系列 相似 的 基因 。 例 如 低 等 动物 海 鞭 与 人 类 都 有 一 个 相似 的 遗传 “工具 
箱 ”。 工 具 箱 中 所 包含 的 是 一 些 指导 不 同类 型 细胞 发 育 的 基因 ， 包 括 细胞 信和 号 通路 中 
FGF, Notch, EGF, Wnts, Hedgehog 和 TGF-8 等 分 子 。 调 控 基 因 也 是 一 群 保守 基 
因 ， 如 Hox 复合 体 所 编码 的 基因 以 及 关键 的 转录 因子 ， 这 些 转录 因子 含有 全 长 的 DNA 
结合 域 ， 如 HLH, bZIP, HGM 和 和 锌 指 结构 域 等 。 最 近 ， 海 苏 与 人 类 基因 组 比较 分 析 
发 现 这 两 个 物种 之 间 具 有 明显 的 同 线性 。 所 以 不 仅 是 两 个 基因 组 含有 相似 的 基因 ， 和 而且 
最 少 有 一 半 的 基因 在 保守 的 连锁 群 中 。 

更 加 高 效 的 新 测序 技术 的 发 展 为 新 的 重大 发 现 敞开 了 大 门 。 现 在 ， 重 新 构建 灭绝 物 
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种 的 基因 组 已 经 成 为 可 能 。 从 穴居 人 化 石 中 提取 的 DNA 可 以 进行 测序 获得 基因 组 信 
县 。 在 未 来 几 年 中 ， 重 新 构建 出 一 个 完整 的 穴居 人 基因 组 是 有 可 能 的 。 

系统 生物 学 是 一 门 新 生 学 科 ， 该 学 科 综合 定量 与 高 通 量 的 测量 方法 、 建 模 、 重 组 和 
理论 知识 ， 最 终 曾 明生 物 机 体内 不 同 层次 的 内 在 机 制 。 当 涉及 调控 回路 时 ， 系 统 生 物 学 
试图 揭示 那 些 把 每 个 元 件 都 提取 出 来 的 方法 不 可 能 知道 的 基因 控制 的 原理 。 合 成 生物 学 
也 试图 阐明 设计 的 原理 ， 为 了 实现 这 一 目标 ， 所 采用 的 途径 是 创造 人 工 调控 网 络 模拟 天 
然 回 路 的 特征 。 

松 录 环 路 是 由 节点 和 端 边 构成 的 ， 节 点 表示 的 是 基因 ， 端 边 表 示 一 个 基因 被 另 一 个 
基因 所 调控 。 一 个 简单 的 双 节 点 调控 基 序 所 表示 的 含义 是 一 个 基因 调控 另 一 个 基因 的 表 
过 ， 调 控 可 以 是 正 的 ， 也 可 以 是 负 的 。 另 外 一 个 简单 的 基 序 是 自身 调控 ， 也 就 是 基因 调 
控 目 身 的 表达 。 自 身 负 调 控 指 的 是 一 个 基因 的 产物 抑制 该 基因 本 身 的 表达 ， 它 具有 抵御 
了 吕 声 的 特性 ， 所 谓 噪 声 是 指 几乎 均一 的 条 件 下 基因 表达 的 波动 性 。 而 自身 正 调 控 可 使 基 
因 表达 缓慢 增加 达到 一 个 稳定 水 平 的 特性 。 自 身 正 调控 的 一 个 极端 的 例子 是 双 稳 开关 环 
路 ， 其 中 一 个 基因 的 表达 保持 在 开 或 关 的 位 置 相当 长 的 一 段 时 间 。 

在 调控 网 络 环 路 中 ， 另 外 一 个 常见 的 基 序 是 前 馈 环 。 前 馈 环 是 一 个 三 节点 基 序 ， 它 
所 表示 的 是 调控 GEA A) 能 够 控制 靶 基 因 和 第 二 个 调控 基因 GEIB) 的 表达 。 而 第 
二 个 调控 基因 B 也 调控 靶 基 因 的 表达 。 因 此 在 前 馈 环 基 序 中 ， 基 因 A 能 够 直接 调控 或 
音 通 过 基因 Β 间接 调控 靶 基 因 的 表达 。 靶 基因 的 表达 可 以 说 是 受到 一 种 “与 门 ”的 调 
控 ， 有 两 种 情形 : 第 一 种 是 两 个 激活 转录 因子 同时 存在 ， 另 外 一 种 情形 是 激活 子 的 存在 
和 抑制 子 的 消失 。 

在 日 然 界 中 ， 一 些 调控 回路 能 够 使 一 些 基因 的 表达 产生 节律 性 循环 ， 例 如 细胞 周 
期 、 发 育 和 昼夜 节律 。 该 环 路 的 设计 原理 是 ， 其 中 一 个 调控 蛋白 的 出 现 能 够 导致 其 自身 
的 消失 和 为 外 一 个 调控 蛋白 的 出 现 。 而 第 二 个 调控 蛋白 的 出 现 又 反 过 来 抑制 其 自身 的 表 
达 和 促进 第 一 个 调控 蛋白 的 表达 ， 从 而 构成 一 个 连续 的 基因 表达 开 / 关 循环 。 人 工 合成 
的 网 络 已 经 成 功 将 三 个 抑制 子 通过 随机 的 方法 连接 成 一 个 圆 形 的 调控 回路 ， 可 以 模拟 出 
基因 表达 的 循环 模式 ， 但 还 达 不 到 自然 存在 的 节律 控制 子 的 稳定 性 。 
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。736。 第 5 篇 FA 法 


本 篇 概要 


。 第 21 章 分 和子 生物 学 技术 
。 第 22 章 模式 生物 


在 本 书 的 第 2 篇 和 第 3 篇 ， 我 们 概述 了 中 心 法 则 所 代表 的 分 子 机 制 ， 第 4 篇 则 集中 
讲述 了 基因 表达 的 机 制 以 及 基因 的 差异 表达 如 何 调控 各 种 动物 的 发 育 和 进化 的 机 制 。 这 
些 知 识 大 多 源 于 对 少数 模式 生物 的 研究 ， 所 使 用 的 技术 主要 是 遗传 学 、 分 子 生物 学 和 生 
物化 学 技术 以 及 最 近 的 基因 组 分 析 技 术 。 作 为 本 书 的 最 后 一 部 分 我 们 将 扼要 地 介绍 研究 
方法 和 模式 生物 。 

第 21 章 人 简要 讲述 了 分 子 生物 学 和 生化 基本 技术 。 这 些 技术 可 以 从 细胞 中 分 离 (分 
离 就 是 将 这 些 分 子 从 混合 物 中 分 开 〉 各 种 分 子 CDNA, RNA 和 蛋白质) ， 从 而 可 以 在 
体外 研究 其 纯 合 物 。 第 22 章 概述 了 少数 模式 生物 的 基本 特征 ， 它 们 的 研究 促进 了 现代 
生物 学 的 发 展 。 这 些 模式 生物 包括 叭 菌 体 和 细菌 、 酵 母 、 秀 丽 新 小 杆 线虫 、 黑 腹 果 蝇 和 
小 鼠 。 人 们 通过 这 些 生物 的 遗传 分 析 可 以 研究 体内 生物 学 过 程 。 体 内 遗传 学 方法 和 体外 
生化 技术 的 结合 使 分 子 生物 学 得 到 了 飞速 发 展 ， 并 在 过 去 的 50 年 里 使 我 们 对 生物 学 的 
理解 有 了 音 命 性 的 变化 。 

当 人 们 可 以 分 离 代表 某 一 基因 的 特定 DNA 片段 后 ， 分 子 生物 学 进入 了 一 个 黄金 时 
代 。 早期， 人 们 就 能 从 生物 体 中 获得 大 量 DNA， 但 直到 20 世纪 70 年 代 中 期 才 发 明了 
分 离 特 定 基因 的 方法 。 第 21 章 我 们 将 首先 讲述 如 何 应 用 限制 性 内 切 核酸 酶 和 电泳 来 分 
离 特定 DNA 片段 ， 接 下 来 是 如 何在 体内 扩 增 和 表达 这 些 片段 。 

然后 ， 我 们 将 介绍 用 聚合 酶 链 反 应 进行 DNA 体外 扩 增 的 相关 技术 以 及 DNA 测序 
技术 ， 这 些 技术 都 需要 使 用 化 学 合成 的 DNA 片段 作 引 物 。 因 此 我 们 也 会 简要 说 明 
DNA 片段 的 化 学 合成 技术 。 即 使 从 一 个 DNA 分 子 开始 ，PCR 也 能 纯化 并 无 限 复制 任 
一 DNA KË. ΡΟΚ 扩 增 技术 使 很 多 学 科 领 域 改 生 了 根本 性 的 变革 ， 包 括 法 医学 、 医 
学 、 生 态 学 ， 当 然 还 有 分 子 生物 学 。 

在 20 世纪 70 年 代 中 期 和 80 年 代 ，DNA 测序 还 需 手 工 进行 ， 并 相当 繁琐 。90 年 
代 在 人 类 基因 组 计划 这 一 宏伟 目标 的 激励 下 ， 人 们 研制 出 了 高 度 机 械 化 的 DNA 测序 方 
法 ， 现 已 发 展 到 数 天 或 数 周 内 就 能 完成 一 个 基因 组 的 核 苷 酸 测序 。 

第 21 章 的 第 一 部 分 描述 了 运用 双 脱 氧 链 终止 法 的 测序 策略 及 其 近期 在 高 通 量 测序 
上 的 运用 。 这 一 部 分 以 对 全 基因 组 测序 的 令 人 激动 的 新 方法 和 超 高 通 量 的 纳米 技术 测序 
法 的 介绍 而 结束 。 在 这 一 章 的 第 二 部 分 ， 我 们 将 处 理 蛋 白质 纯化 和 分 析 的 方法 并 简要 描 
述 重 日 质 组 人 研究 这 一 新 兴 领 域 。 本 章 的 第 三 部 分 描述 了 研究 蛋白 质 和 核酸 相互 作用 的 研 
究 方 法 ， 如 DNA 足迹 法 、 凝 胶 迁 移 率 变动 分 析 技 术 法 和 染色 质 免 疫 共 沉淀 方法 。 

第 22 章 我 们 讲述 了 若干 模式 生物 ， 主 要 着 眼 于 研究 人 员 使 用 这 些 简 单 生 物 对 感 兴 
趣 的 问题 进行 饶 究 的 基本 原则 。 按 照 基 因 组 复杂 性 和 生活 周期 长 短 来 分 ， 最 简单 的 生物 
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要 数 细 戎 病毒 ， 即 噬菌体 了 。 细 菌 和 噬菌体 的 研究 揭示 了 很 多 DNA 功能 的 基本 特征 ， 
包括 基因 表达 的 诱导 、DNA 复制 、 重 组 和 修复 。 大 上 肠 杆菌 (E.coli) 及 其 噬菌体 是 20 
世纪 60 年 代 早 期 阐明 遗传 密码 的 关键 生物 材料 。 

对 分 子 生 物 学 家 们 来 说 20 世纪 70 年 代 是 一 个 不 平静 的 时 期 。 很 多 人 感到 原核 生物 
如 细菌 及 其 病毒 已 经 得 到 征服 ， 下 一 轮 生物 学 问题 的 解答 将 有 赖 于 真 核 细胞 实验 。 最 易 
取得 的 真 核 细 胞 是 酿酒 酵母 ， 它 和 细菌 相似 ， 生 活 周期 极 得， 但 具备 更 为 复杂 的 真 核 细 
胞 的 很 多 特性 。 人 们 用 酵母 开展 了 大 量 研 究 ， 包 括 DNA 复制 、 细 胞 周期 和 转录 调控 。 
这 些 人 研究 极 富 科学 价值 ， 因 为 人 们 发 现 酵 母 具 有 很 多 高 级 真 核 生物 所 共用 的 分 子 机 制 。 

第 22 章 以 3 种 常用 的 模式 动物 一 一 线虫 (Caenorhabditis elegans). Rt (Dro- 
sophila melanogaster) A/N (Mus musculus) 和 最 广泛 使 用 的 模式 植物 一 一 拟 南 芥 
(Arabidopsis thaliana) 结束 。 过 去 20 年 中 人 们 惊奇 地 发 现 ， 从 线虫 到 人 类 的 很 多 种 
动物 中 ， 不 少 遗 传 学 过 程 是 高 度 保守 的 。 例 如 ， 人 们 通过 详尽 的 遗传 筛选 在 果 蝇 中 鉴别 
了 许多 信和 号 传导 途径 以 及 调控 基本 发 育 过 程 的 基因 ， 后 来 发 现在 其 他 高 等 动物 中 也 同样 
具有 这 些 信号 传导 途径 中 的 基因 。 在 转基因 小 鼠 中 所 建立 的 高 度 复杂 的 基因 操作 方法 帮 
助 研究 者 确定 了 在 果 蝇 中 发 现 的 遗传 途径 所 控制 的 那些 过 程 ; 基 因 工 程 小 鼠 还 可 作为 检 
验 人 类 疾病 的 有 关 假 说 和 治疗 方法 的 模型 ， 如 阿尔 茨 海 默 病 、 帕 金森 病 和 风湿 性 关节 
炎 等 。 


淮 果 港 实验 室 档 案 中 的 一 些 照片 


Seymour Benzer, 1975 年 突 触 研讨 会 。Benzer 用 喉 菌 体 进 行 遗 传 学 实验 ， 提 出 了 突变 的 
最 小 单位 的 概念 ， 后 来 发 现 单个 核 苷 酸 即 是 突变 的 最 小 单位 (56 22 章 )。 他 通过 功能 互 
补 实验 还 对 基因 作 了 实验 定义 ， 当 时 称 之 为 顺 反 子 。 后 来 他 的 工作 主要 是 用 果 蝇 作 模 式 
生物 研究 行为 学 。 


Werner Arber 和 Daniel Nathans, 1978 年 DNA 复制 和 重组 研 廊 


会 。 由 于 发 现 了 限制 性 内 切 核酸 酶 及 其 在 DNA 分 子 分 析 中 的 
应 用 (第 21 章 )， 他 们 与 Hamilton Smith 一 起 ， 荣 获 [ 1978 
年 的 诸 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 。 这 一 重大 发 现 对 20 世纪 70 年 代 
早期 重组 DNA 技术 的 建立 起 了 关键 作用 。 


Dale Kaiser, 1985 年 发 育 的 分 子 生 物 学 研讨 会 。Kaiser 在 入 Mm 
菌 体 繁 殖 的 早期 研究 中 做 出 了 重大 贡献 〈 第 16 章 )。 他 的 部 分 
工作 使 他 意识 到 含有 互补 单 链 末端 的 DNA 分 子 可 以 很 容易 地 
连接 在 一 起 ， 这 对 重组 DNA 技术 的 建立 起 了 重要 作用 。 


Paul Berg，1963 年 大 分 子 的 
合成 和 结构 研讨 会 。Berg 是 
体外 构建 重组 DNA 分 子 的 一 
个 先驱 者 ， 是 1980 年 诺 贝 尔 
化 学 奖 获 得 者 之 一 。 


Albert Keston, Sidney Udenfriend 和 Frederick 


Sanger, 1949 年 氨基 酸 和 和 蛋白质 研 讨 会 。Keston 
发 明了 检测 葡萄 糖 的 测试 带 ，Udenfriend 进行 了 
HERA Dy) ΠΠ Hii ie AS, Sanger 是 唯一 两 次 获 
tet WIRE FRA A. ft — ARK ETE 1958 
年 ， 当 时 他 发 明了 一 种 测定 蛋白 质 氨基 酸 序列 的 
方法 ; 22 年 后 他 获得 了 第 二 次 诺 贝 尔 化 学 奖 ， 这 
一 次 获奖 是 因为 他 发 明了 DNA 测序 方法 ， 现 在 人 
们 进行 DNA 测序 所 使 用 的 几乎 都 是 这 种 方法 ， 包 
括 用 来 进行 全 基因 组 测序 的 自动 测序 仪 所 使 用 的 
测序 方法 (第 20 章 和 第 21 章 )。“ 和 蛋白 质 具有 特 
定 的 序列 ”的 发 现 不仅 是 显著 的 技术 成 就 ， 而 且 
首次 揭示 了 蛋白质 可 能 也 有 特定 的 结构 。 


Walter Gilbert 和 David Botstein, 1986 年 人 类 分 子 生物 学 研讨 
会 。Gilbert 发 明了 化 学 法 DNA 测序 。 图 中 他 正在 与 Botstein 
进行 人 类 基因 组 是 否 切实 可 行 的 历史 性 争论 。 在 对 叹 菌 体 多 年 
人 研究 的 基础 上 ，Botstein 对 使 用 酵母 S，cerevisiae 作为 分 子 生 
物 学 研究 的 模式 真 核 生物 的 工作 做 出 了 重大 贡献 ; 他 也 是 基因 
组 学 领域 发 展 早期 的 一 个 关键 人 物 (第 20 章 和 第 22 ΞΕ), 


Leroy Hood 和 J. Craig Venter，1990 年 基因 组 作 图 和 测序 
Zim. Hood 发 明了 自动 测序 技术 ， 并 在 20 世纪 80 年 代 中 
期 制造 了 第 一 台 仪 器 。Venter 最 早 使 用 改进 了 这 种 自动 测 
序 仪 ， 得 益 最 大 。 依 靠 对 原始 数据 的 拼接 ， 这 种 仪器 可 实 
现 乌 枪 法 测序 策略 ， 由 此 极 大 地 加 速 了 全 基因 组 的 测序 工 
作 ， 其 中 包括 人 类 基因 组 测序 (第 20 和 21 BE). 


Francis S. Collins 和 Maynard V. Olson, 1992 年 
基因 组 作 图 和 测序 会 议 。Collins 是 最 早 的 “ 基 
因 狩 猎 者 ”之 一 ， 他 在 1989 年 就 发 现 了 广 为 关 
注 的 赛 性 纤维 化 基因 。1993 年 ， 他 接替 James 
Watson 成 为 国家 人 类 基因 组 研究 中 心 (National 


Center for Human Genome Research, National 
Human Genome Research Institute 的 前 身 ) 的 主 
任 ， 后 任国 家 人 类 基因 组 研究 所 主任 至 今 。 在 
这 幅 照 请 上 ， 他 正 站 在 关于 酵母 人 工 染 色 体 
(YAC) 的 展板 前 听 Olson 的 介绍 ， 几 年 前 ， 
Olson 发 明了 这 种 YAC 载体 ， 使 克隆 的 片段 长 度 
增加 了 10 售 。 


Eric S. Lander (发 言 人 ) 1986 年 人 类 分 子 生 物 学 大 会 。 
Lander 后 来 成 为 公众 资助 的 人 类 基因 组 计划 (Human Ge- 
nomé Project) 的 领军 人 物 ， 他 也 是 2001 年 发 表 的 基因 组 
序列 文章 的 第 一 作者 (第 20 章 )。 就 像 在 前 面 关 于 Gilbert 
和 Botstein 的 照片 一 样 ，Lander 正在 1986 年 的 辩论 中 就 
是 否 有 必要 进行 人 类 基因 组 测序 发 表 他 的 观点 。 在 他 旁边 
是 David Page， 看 上 去 知 有 所 思 ， 他 的 工作 主要 围绕 Y 染 
色 体 的 结构 、 功 能 和 进化 ， 而 前 排 的 Nancy Hopkins (一 
名 发 育 生 物 学 家 ， 也 是 本 书 第 四 版 的 作者 之 一 ) 和 后 排 的 
James Watson 则 听 得 津津 有 味 。 


分 于 生物 学 技术 


我 们 所 看 到 的 活 细胞 是 一 个 十 分 复杂 
的 实体 ， 能 产生 成 千 上 万 种 大 分 子 ， 并 含 
有 一 个 从 几 百 万 到 几 十 亿 碱 基 对 的 基因 
组 。 理 解 细胞 的 遗传 过 程 是 如 何 进行 的 需 
要 多 种 多 样 具 挑战 性 的 实验 方法 ， 这 包括 


ΗΕ 第 22 章 中 将 要 讨论 的 合适 的 模式 生物 的 

使 用 ， 而 模式 生物 使 遗传 分 析 手 段 可 以 得 

ΕΗ ΤΕΒΕ 到 使 用 ， 也 包括 这 一 章 我 们 要 讨论 的 从 细 

. 胞 混合 物 中 分 离 单 个 大 分 子 的 方法 ， 以 及 

核酸 -蛋白 质 相 互 作用 将 基因 组 分 割 成 可 处 理 的 片段 以 便于 特定 


DNA 序列 的 操作 和 分 析 的 方法 。 在 过 去 的 几 十 年 里 ， 上 述 实验 方法 的 成 功 建立 是 分 子 
生物 竺 发 展 的 主要 推动 力 之 一 ， 也 是 分 子 生物 学 所 取得 的 重要 成 就 。 

近来 ， 应 用 分 子 生物 学 方法 进行 细胞 中 全 部 RNA 和 蛋白质 的 大 规模 分 析 并 测定 完 
整 基 因 组 的 核 苷 酸 序列 已 经 成 为 可 能 。 这 些 基 因 组 和 蛋白 质 组 研究 方法 ， 加 上 迅速 增加 
的 、 已 测 得 基因 组 序列 ， 使 不 同 生物 基因 组 的 大 规模 比 对 以 及 在 一 个 特定 的 细胞 类 型 中 
鉴定 所 有 的 磷酸 化 蛋 日 成 为 可 能 。 

本 章 我 们 将 简要 介绍 这 些 分 子 生物 学 方法 、 基 因 组 学 方法 、 蛋 白质 组 学 方法 ， 以 及 
它们 的 基本 原理 。 我 们 将 会 看 到 ， 这 些 分 子 生 物 学 方法 的 建立 依赖 于 对 生物 大 分 子 自身 
特性 的 理解 。 例 如 ， 对 DNA、RNA 结构 和 碱 基 互 补 特征 的 了 解 促进 了 杂交 和 测序 技术 
的 建立 ， 使 基因 结构 和 基因 表达 的 快速 详尽 分 析 成 为 可 能 ; 对 DNA 聚合 酶 、 限 制 性 内 
切 核酸 酶 和 DNA 连接 酶 的 深入 研究 诞生 了 DNA 克隆 技术 和 聚合 酶 链 反 应 (PCR)， 这 
些 技 术 使 科学 家 们 可 以 分 离 大 量 的 任意 DNA 片段 ， 甚 至 能 从 已 灭绝 的 生命 体 中 分 离 
DNA 片段 。 

结构 和 功能 的 多 样 性 使 蛋白 质 分 析 的 难度 更 大 ， 在 很 多 情况 下 每 一 个 蛋白 质 都 有 其 
特殊 性 。 不 过 ， 科 学 家 们 也 发 展 了 多 种 用 于 和 蛋白质 纯 化 和 功能 鉴定 的 技术 。 近 年 来 ， 质 
谱 技 术 的 应 用 使 人 们 在 鉴定 混合 物 中 的 微量 蛋白 质 ， 其 至 鉴定 蛋白 质 中 氨基 酸 的 特定 修 
πι (ΠΡ) 能 力 有 了 很 大 的 提升 。 这 些 技术 使 研究 者 能 够 在 总 体 水 平 研究 蛋白 质 群 
体 ， 而 不 再 局 限于 原 有 的 逐一 鉴定 的 方式 。 

本 章 分 为 四 个 部 分 。 第 一 部 分 主要 讲述 核酸 的 操作 和 分 析 技 术 ， 从 DNA、RNA 的 
分 离 到 完整 基因 组 的 测序 和 比较 基因 组 学 。 接 下 来 的 两 部 分 主要 介绍 蛋白 质 的 分 离 和 分 
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ΒΓ: 单个 集 日 质 的 纯化 ， 以 及 运用 和 蛋白 质 组 学 方法 分 析 细 胞 或 者 组 织 中 的 全 部 和 蛋白质。 
里 然 从 细 矿 上 看 ， 这 些 技 术 之 间 并 不 相似 ,但 我 们 可 以 看 出 ， 分 离 和 操作 核酸 和 蛋白 质 
的 许多 程序 都 是 基于 相同 的 原理 。 本 章 的 第 四 部 分 主要 为 大 家 介绍 核酸 -和 蛋白质 相互 作 
用 的 分 析 方 法 ， 以 及 探索 那些 独立 的 成 分 之 间 的 聚集 、 相 互 作 用 ， 最 终 构成 有 活力 的 细 
胞 的 方法 。 

最 后 ， 请 注意 在 接 下 来 的 讨论 中 ， 当 谈 及 一 种 特定 大 分 子 的 分 离 和 纯化 时 ， 我 们 并 
不 是 指 分 离 单 个 分 子 而 是 指 将 细胞 中 大 量 的 某 种 分 子 与 所 有 其 他 分 子 分 离开 来 。 


A 


凝 胶 电 泳 能 根据 大 小 分 离 DNA #1 RNA 分子 


FACT ve A ae EH YK (gel electrophoresis) 技术 分 离 DNA 和 RNA 分 子 。 在 外 
加 电场 的 作用 下 ， 线 性 DNA 分 子 在 一 种 称 为 凝 胶 基质 (gel matrix) 的 果冻 样 惰性 多 
孔 物 质 中 ， 能 按 大 小 分 开 。 由 于 DNA 带 负 电荷 ， 在 图 示 的 外 加 电场 作用 下 ， 它 们 在 凝 
EFA eH] TERIA (Al 21-1). DNA 分 子 是 柔性 的 ， 占 据 一 定 的 有 效 体 积 。 凝 胶 基 质 中 
的 网 孔 能 按照 DNA 的 体积 对 它们 进行 分 第 。 由 于 大 分 子 的 有 效 体 积 比 小 分 子 大 ， 较 难 
通过 凝 胶 筷 际 ， 在 凝 胶 中 迁移 得 就 比 小 分 子 慢 。 这 就 意味 着 ， 一旦 凝 胶 “ 跑 ”一 定时 间 
后 ， 不 同 大 小 的 分 子 由 于 在 凝 胶 中 迁移 距离 的 不 同 而 被 分 离开 来 。 


小 片段 DNA 在 凝 胶 
中 比 大 片段 迁移 得 远 


21-1 凝 胶 电泳 分 离 DNA。 图 中 所 示 为 一 块 胶 的 侧切 面 。 图 中 左 侧 是 DNA 混合 
物 的 上 样 孔 ， 算 是 胶 的 顶部 ， 也 是 电场 的 阳极 端 ， 胶 的 底部 是 阴极 。 带 负电 和 荷 的 
DNA 片段 将 从 胶 的 顶部 向 底部 移动 。 如 图 所 示 ，DNA 片段 的 迁移 距离 和 其 大 小 呈 
负 相 关 。 “经 许可 ， 仿 自 Micklos D. A. and Freyer G. A. 2003. DNA science: A 
first course, 2nd ed. , p. 114. © Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 
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在 电泳 完成 后 ， 用 荧光 染料 如 省 化 乙 锭 〈ethidium bromide) 对 凝 胶 进 行 染色 ， 可 
ER DNA 分 子 。 灾 光 染 料 能 和 DNA 分 子 结合 ， 骨 入 到 堆积 的 碱 基 中 (图 6-28). 4 
一 条 市 反映 了 一 群 特定 大 小 的 DNA 分 子 的 存在 。 

通常 使 用 的 凝 胶 基质 有 两 种 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 (polyacrylamide) 和 琼脂 糖 凝 胶 
(agarose)。 聚 央 烯 酰 胺 分 辨 力 高 ， 但 能 区 分 DNA 的 大 小 范围 罕 。 因 此 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 电 泳 能 区 分 只 相差 一 个 碱 基 对 的 DNA 片段 ， 但 仅 限 于 几 百 碱 基 对 “〈 低 于 1000) 大 小 
HY DNA 片段。 琼脂 糖 凝 胶 分 辨 力 不 如 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 ， 但 能 区 分 几 十 至 几 百 kb ( 千 碱 
基 对 ) 大 小 的 DNA 片段 。 

极 长 的 DNA 片段 即使 在 琼脂 糖 凝 胶 中 也 不 
能 穿 过 其 网 孔 。 它 们 在 凝 胶 基质 中 蛇行 ， 一 端 
在 前 ， 另 一 端 在 后 。 因 而 ， 超 过 一 定 大 小 (30 一 
520kb) 的 DNA 分 子 迁 移 程 度 相 似 而 难以 区 分 。 
但 是 ， 如 果 采 用 电流 方向 相互 垂直 的 脉冲 式 电 
场 ， 这 些 极 长 的 DNA 片段 就 能 区 分 开 来 。 这 种 
技术 就 是 脉冲 场 (pulsed-field) BER Hk CA 
21-2)。 每 次 电场 方向 改变 的 时 候 ， 在 凝 胶 中 蛇 
行 的 DNA 分 子 就 随 之 调整 其 泳 动 方向 。DNA 
片段 越 大 ， 其 调整 泳 动 方向 所 需 的 时 间 就 越 长 。 
脉冲 场 凝 胶 电泳 可 以 用 来 测定 整套 细菌 染色 体 
和 低 等 真 核 生物 如 真菌 染色 体 的 大 小 ， 即 长 达 ”图 21-2 脉冲 场 凝 胶 电 泳 。 本 图 是 凝 胶 的 俯视 
数 个 Mb 的 DNA 分 子 。 图 ， 凝 胶 顶 部 有 一 系列 样品 孔 。A、B 代表 两 

电泳 不 仅 是 根据 DNA 分 子 的 分 子 质量 大 小 套 电 极 ， 如 文中 所 述 ， 它 们 交替 开关 。A 组 电 

ae roy” F om 通电 时 ，DNA ff 动 ， 即 A 
来 分 离 它们 ， 还 按照 它们 的 形状 和 拓扑 学 特性 eee pl pnt νὸν 
对 它们 进行 分 离 〈 图 6-26)。 松 弛 型 的 或 带 缺 口 。 极 通电 时 ，DNA 向 凝 胶 的 左下 角 瀛 动 。 图 中 
的 环 状 DNA 分 子 比 相同 质量 的 线性 分 子 迁 移 得 ”箭头 标示 了 电泳 进行 时 DNA 的 迁移 路 径 。 (经 
慢 。 再 者 ， 如 我 们 所 看 过 的 ， 超 螺旋 DNA 由 于 许可 , 仿 自 Sambrook J. and Russell D. W. 
致密 而 有 效 体 积 小， 电泳 时 比 相 [π] ΠΠ eer {1 {8 a 2001. Molecular Cloning: A laboratory manu- 
旋 程 度 较 轻 或 松弛 型 环 状 DNA δὴ ΕΓ 18 πὲ al, 3rd ed. ，Fig. 5-7.@ Cold Spring Harbor 
ΠΕΙ. Laboratory Press. ) 

电泳 也 能 用 来 分 离 RNA。 线 性 双 链 DNA 分 子 二 级 结构 均一 ， 它 们 电泳 时 的 迁移 
率 和 其 分 子 质量 大 小 成 比例 。 和 DNA 相似 ，RNA 也 是 均一 的 负电 荷 。 但 是 RNA 分 子 
通常 是 单 链 的 ， 并 含有 大 量 二 级 和 三 级 结构 (第 6 章 )， 这 些 都 会 影响 它们 的 电泳 迁移 
率 。 为 了 解决 这 个 问题 ，RNA 分 子 可 以 先 用 乙 二 醛 等 试剂 处 理 ， 这 些 试剂 能 和 RNA 
分 子 反 应 而 防止 碱 基 对 的 形成 〈 乙 二 醛 能 和 碱 基 中 的 氨基 基 团 形成 加 成 化 合 物 ， 从 而 防 
止 了 碱 基 配 对 )。 乙 醛 酸化 的 RNA 分 子 不 能 形成 二 级 或 三 级 结构 ， 因 此 能 以 和 分 子 质 
量 大 致 成 比例 的 迁移 率 迁 移 。 后 面 我 们 可 以 知道 ， 电 泳 也 可 以 以 相似 的 方式 将 蛋白 质 按 
大 小 分 离 。 
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限制 性 内 切 核 酸 酶 在 特定 位 点 切割 DNA 分 子 


大 多 数 天 然 DNA 分 子 因 太 大 而 不 适 于 在 实验 室 中 操作 或 分 析 。 就 我 们 所 知 ， 染 色 
体 是 含有 上 和 干 个 基因 的 具有 超过 1 亿 碱 基 对 的 单个 DNA 分 子 (第 7 章 )。 如 果 我 们 要 
人 研究 DNA 上 的 个 别 基 因 和 位 点 ， 必 须 先 将 细胞 中 的 大 DNA 分 子 分 解 成 可 操作 的 片段 。 
这 可 以 用 限制 性 内 切 核 酸 酶 (restriction endonuclease) 来 完成 。 限 制 性 内 切 核 酸 酶 是 
一 类 识别 特定 的 DNA 序列 并 在 特定 位 点 切割 DNA 的 核酸 水 解 酶 。 

分 子 生物 学 中 使 用 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 通常 识别 4 一 8bp 的 短 的 靶 序 列 ， 一 般 为 反 
转 重 复 ( 回 文 ) 序列 ， 并 在 其 中 的 特定 位 置 切 割 。 以 常用 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 EcoRI 
为 例 。 因 为 这 种 限制 性 内 切 核酸 酶 是 在 一 些 特定 的 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) 菌株 中 
PALA, FFA MZ E. coli 中 所 发 现 的 第 一 个 限制 性 内 切 核 酸 酶 ， 人 们 就 将 它 命名 为 
EcoRI, EcoRI 识别 并 切割 5 -GAATTC-3 。( 由 于 DNA 的 两 条 链 是 互补 的 ， 我 们 只 需 
说 明 其 中 一 条 链 及 其 方 回 就 可 以 清楚 地 描述 识别 序列 ,。) 

这 一 6 碱 基 序 列 〈( 和 任 一 其 他 6 碱 基 序 列 一 样 ) 估计 平均 每 4kb 出 现 一 次 (这 是 因 
为 4 种 碱 基 可 能 出 现在 DNA 序列 上 的 任 一 位 置 ， 于 是 任 一 特定 6 碱 基 序列 出 现 的 概率 
为 1/45)。 因 此 以 一 个 含有 6 个 拷贝 的 GAATTC 序列 的 线性 DNA 分 子 为 例 ， EcoRI 能 
将 其 切割 成 7 个 片段 ， 这 些 片 段 的 大 小 反映 了 这 个 DNA 分 子 中 这 类 酶 切 位 点 的 分 布 情 
况 。 假 设 我 们 将 经 EcoRI 酶 切 的 DNA 在 北 胶 中 进行 电泳 : 这 7 个 片段 会 按 它 们 大 小 的 
不 同 而 被 分 离开 来 CAI 21-3)。 因 此 ， 在 所 示 的 实验 中 ，EcoRI 已 将 DNA 切割 成 特定 
片段 ， 每 一 片段 都 对 应 于 DNA 分 子 上 的 特定 区 域 。 


EcoRI 位 点 (¥) 


片段 变 小 


21-3 ”限制 性 内 切 核酸 酶 EcoRI 消化 某 一 DNA 片段 。 上 部 所 示 为 一 个 DNA 
分 子 和 其 中 EcoRI 的 酶 切 位 点 。DNA 分 子 用 EcoRI 消化 后 ， 在 琼脂 糖 凝 胶 中 
电泳 ， 可 观察 到 图 中 所 示 的 带 型 。 


如 果 将 同一 DNA 分 子 用 男 一 种 限制 酶 裂解 ， 如 Hind] Ce thik sl 6 Ap μὴ ἔπ 
序列 ， 不 过 这 个 序列 为 5-AAGCTT-3')， 这 个 DNA 分 子 就 会 在 另外 一 些 位 点 上 被 切 
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割 而 产生 其 他 大 小 不 同 的 片段 。 因 此 ， 使 用 多 个 限制 酶 可 以 分 离 一 个 DNA 分 子 的 不 同 
区 域 ， 也 能 用 来 鉴定 特定 的 DNA 分 子 。 一 个 特定 的 DNA 分 子 用 一 组 不 同 的 限制 酶 消 
化 时 ， 能 产生 一 系列 特征 性 的 片段 。 

其 他 的 限制 酶 ， 如 Sau3Al (发 现 于 金黄 色 葡 萄 球菌 (Staphylococcus aureus) 中 ) 
识别 4 碱 基 序 列 〈5 -GATC-3')， 因 此 能 更 频繁 地 切割 DNA， 大 约 每 250bp 切割 一 次 。 
万 外 一 个 极端 是 NotI， 它 识别 8 碱 基 序 列 (5'-GCGGCCGC-3')， 平均 每 65kb 才 切 割 
一 次 CGR 21-1), 


表 21-1 一 些 限 制 性 内 切 核酸 酶 和 它们 的 识别 序列 


酶 序列 切割 频率 
Sau3A1 5'-GATC-3' 0. 25kb 
EcoRI 5'-GAATTC-3' 4kb 
Νοε] 5'-GCGGCCGC-3’ 65kb 


a 频率 = 二 1/4n，n 为 所 识别 序列 的 碱 基 对 数目 。 


需要 注意 的 是 ， 有 些 限 制 性 内 切 核酸 酶 是 对 甲 基 化 敏感 的 ， 也 就 是 说 ， 限 制 性 内 切 
核酸 酶 识别 位 点 中 核酸 的 甲 基 化 ， 会 抑制 限制 性 内 切 核酸 酶 在 该 位 点 的 酶 切 作用 。 限 制 
性 内 切 核酸 酶 不 仅 识别 序列 的 特异 性 和 长 度 有 所 不 同 ， 而 且 它们 所 产生 的 DNA 未 端的 
性 质 也 不 相同 。 一 些 酶 如 互 paI 产 生 的 是 平 末 端 ， 其 他 酶 如 EcoRI, Ηιπά [| #0 PstI 产 
生 的 是 交错 末端 (图 21-4) 。 例 如 ，EcoRI 切割 两 条 链 的 交错 位 置 上 的 G 和 A 之 间 的 共 
价 键 磷酸 二 酯 键 )。 这 两 个 切割 位 点 之 间 的 4 个 碱 基 对 间 的 氢 键 容易 断裂 ， 而 产生 5 
多 出 4 个 核 苷 酸 的 末端 〈 图 21-5)， 注 意 这 些 末 端 彼 此 互补 。 因 为 这 些 末 端 之 间或 与 用 
同一 种 酶 切割 的 其 他 DNA 分 子 之 间 能 通过 碱 基 配 对 而 退火 ， 我 们 通常 将 它们 称 为 “ 笑 


Hpal 
5 / $3 


切 制 


21-5 一 个 EcoRI 位 点 的 切割 。EcoRI 在 两 条 链 的 
识别 位 点 内 切割 ， 从 而 产生 5 突出 末端 。 因 为 这 些 示 

图 21-4 不 同 限制 酶 的 识别 序列 和 切割 位 点 。 如 图 所 ” 端 与 用 同一 种 酶 切割 的 其 他 DNA 分 子 之 间 能 通过 碱 

示 ， 不 同 限制 性 内 切 核 酸 酶 不 仅 识别 不 同 的 靶 位 点 ， 基 配 对 互补 而 黏合 ， 我 们 通常 将 它们 称 为 “ 黏 性 未 

而 且 也 在 这 些 位 点 中 的 不 同位 置 做 切割 。 因 此 能 产生 ΑΠ”, 

平 末端 或 5 、3 突出 的 末端 。 
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性 末端 "。 这 一 特性 在 我 们 讨论 DNA 元 隆 时 很 有 和 用。 
DNA 杂交 能 用 来 鉴定 特定 的 DNA 分 子 


如 同 我 们 在 第 6 章 所 述 ， 变 性 DNA 重新 退火 (互补 链 间 重新 形成 碱 基 对 ) 的 能 力 
使 来 源 不 同 但 具有 一 定 同 源 性 的 变性 DNA 在 适宜 的 离子 强度 和 温度 下 混合 时 可 以 形成 
杂交 双 链 。 两 个 不 同 来 源 的 互补 单 链 多 聚 核 苷 酸 之 间 的 碱 基 配 对 过 程 叫做 杂 
区 (hybridization). 

许多 技术 依赖 于 两 个 序列 互补 的 DNA 分 子 之 间 杂 交 的 特异 性 。 例 如 ， 这 一 特性 是 
鉴定 复杂 核酸 混合 物 中 特定 序列 的 基础 。 在 这 种 情况 下 ， 其 中 一 个 分 子 是 特定 序列 的 一 
个 探 针 (probe) 一 个 经 纯化 的 片段 或 化 学 合成 的 DNA 分 子 。 这 个 探 针 用 来 在 核 
酸 混合 物 中 寻找 含有 与 其 互补 的 序列 的 分 子 。 探 针 DNA 必须 先 被 标记 ， 这 样 一 旦 它 发 
现 靶 序列 后 ， 就 可 以 轻易 将 其 定位 。 被 探 针 标记 的 混合 物 通 篆 已 经 在 凝 胶 上 按 大 小 做 分 
离 ， 或 者 作为 一 个 文库 而 分 布 在 不 同 菌落 中 〈 见 下 文 )。 

标记 DNA 有 两 种 基本 方法 。 第 一 种 方法 是 在 一 个 被 标记 的 前 体 物 存在 的 情况 下 ， 
合成 新 的 DNA 分 子 ， 对 此 我 们 将 在 后 面 加 以 描述 。 男 一 种 方法 是 在 一 个 完整 的 DNA 
分 子 末 端 加 上 一 个 标签 。 例 如 ， 多 聚 核 苷 酸 激酶 会 将 ΑΤΡ 的 7- 磷酸 基 团 加 到 DNA 的 
5 -OH 末端 。 如 果 这 个 磷酸 基 团 具有 放射 活性 ， 磷 酸 基 团 的 转移 能 使 其 DNA 分 子 受 体 
被 标记 上 放射 活性 。 

挫 入 标记 法 “〈 另 一 种 机 制 ) 通常 是 通过 一 个 如 下 文 所 描述 的 被 标记 的 前 体 物 进行 聚 
合 酶 链 反 应 (PCR)， 或 者 通过 把 随机 的 短小 的 六 聚 核 车 酸 杂交 到 DNA 上 以 使 DNA R 
合 酶 能 延伸 它们 。 被 标记 的 前 体 物 通 稼 是 用 奖 光 染料 或 放射 活性 物质 修饰 的 核 背 酸 。 通 
常 荧 光 染 料 只 需 和 用 作 DNA 合成 前 体 物 质 的 4 种 核 苷 酸 的 任 一 碱 基 混 合 (对 大 多 数 前 
体 而 言 ，25% 的 标记 一 般 就 可 以 满足 需要 )。 

用 适宜 波长 的 紫外 线 照射 DNA 样品 ， 检 测 应 答 射 出 的 较 长 波长 的 光 ， 可 以 探测 到 
用 荧光 前 体 物 标记 的 DNA。 放 射 活性 标记 的 前 体 物 通常 是 在 某 一 种 核 背 酸 的 a -磷酸 基 
ΗΠ ΑΡ 或 ”*S。 这 个 磷酸 基 团 在 产物 DNA 中 被 保留 (第 8 章 ) 。 将 需 检 测 样品 在 X 
光 片 下 上 曝光， 或 通过 在 *P ROS 发 射 的 B 粒 子 激 活 下 会 发 光 的 光电 倍增 管 探 测 放射 活性 
的 DNA。 

杂交 技术 可 以 以 多 种 方式 用 于 特定 DNA 或 RNA 片段 的 鉴定 。 下 述 是 两 种 最 常见 
的 方式 。 


杂交 探 针 能 鉴定 经 电泳 分 离 的 DNA 和 RNA 


这 种 方法 常用 来 在 一 群 相似 的 DNA 和 RNA 分子 中 测定 某 一 特定 的 DNA 或 RNA 
分 子 的 丰 度 或 大 小 。 例 如 ， 测 定 两 种 不 同 细胞 类 型 中 表达 某 一 mRNA 的 含量 ， 或 测定 
一 个 含有 你 所 要 人 研究 的 基因 的 限制 性 片段 的 长 度 。 通 过 使 用 印迹 方法 ， 定 位 特定 的 经 电 
泳 分 离 的 核酸 ， 可 以 得 到 这 类 信息 。 

假设 你 用 EcoRI 酶 切 酵 母 基 因 组 后 ， 想 知道 含有 目的 基因 的 限制 性 片段 的 长 度 。 
但 用 省 化 乙 锭 染色 后 ， 切 割 酵母 基因 组 所 产生 的 上 千 个 DNA 片段 在 凝 腕 上 4kb 左右 形 
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成 连续 分 布 的 条 带 ， 我 们 无 法 将 如 此 多 的 片段 区 分 成 相互 分 散 的 带 型 。Southern 印迹 
杂交 技术 〈 因 其 发 明 者 Edward Southern 而 得 名 ) 可 以 在 连续 分 布 的 条 带 中 鉴定 含有 目 
的 基因 的 限制 性 片段 的 长 度 。 

切割 所 得 的 DNA 经 凝 胶 电泳 分 离 后 ， 先 在 碱 性 溶 
液 中 浸泡 ， 使 双 链 DNA 片段 变性 。 然 后 我 们 将 这 些 片 
段 转 移 到 带 正 电 荷 的 膜 上 ， 这 些 片段 结合 于 膜 后 产生 一 
个 印迹 。 在 这 一 转移 过 程 ，DNA 片段 在 膜 上 的 位 置 对 应 
于 它们 在 凝 胶 电 泳 中 迁移 的 位 置 。 目 的 DNA 被 转移 到 
膜 上 后 ， 负 荷 的 膜 与 非特 异性 的 DNA 片段 混合 物 共 同 
且 化 以 使 膜 上 剩余 的 结合 位 点 达到 饱和 。 因 为 混合 物 中 
的 DNA 随机 地 分 散在 膜 上 ， 而 通过 恰当 的 筛选 将 不 包 
括 目 的 序列 ， 所 以 不 会 干扰 下 一 步骤 的 目的 序列 检测 。 

然后 结合 于 膜 的 DNA 片段 与 探 针 DNA -- ΕΤΗ 
化 。 探 针 DNA 含有 和 目的 基因 互补 的 一 段 序 列 。 因 膜 
上 所 有 非特 异 结 合 位 点 已 被 占据 ， 探 针 DNA 只 有 与 在 21-6 Southern 印迹 。DNA 分 子 
膜 上 与 其 互补 的 DNA 杂交 才能 结合 到 膜 上 。 这 个 过 程 iden 
所 和 需 的 离子 浓度 和 温度 与 核酸 变性 、 复 性 的 条 件 相似 。 ren eq nah seen 
在 严格 控制 的 离子 浓度 和 温度 下 ， 探 针 DNA SEA κ Ά ΕΜ. MAA DNA 
互补 序列 紧密 结合 。 探 针 的 量 通 常 远 远 超过 固定 于 膜 上 分子 的 一 个 特定 序列 同 源 的 DNA 
的 靶 片 段 ， 这 有 利于 杂交 反应 的 进行 ， 而 非 变 性 DNA 片段 作 探 针 进行 杂交 ， 能 看 见 单一 
的 重新 退火 。 变 性 DNA 在 滤 膜 上 的 固定 也 能 干扰 其 重 条 党 ， 其 位 置 对 应 于 含有 此 序列 的 
新 退火 。 印 迹 上 探 针 杂交 的 位 置 可 以 用 对 标记 DNA 发 ER ΕΙΗΙΣΗ. 

出 的 光 或 电子 敏感 的 胶片 或 其 他 介质 检测 到 。 例 如 ， 将 X 光 片 曝 光 于 滤 膜 ， 然 后 显影 ， 
所 得 的 放射 目 显 影 图 像 (autoradiogram) 和 滤 膜 上 的 杂交 分 子 位 置 对 应 (图 21-6). 

在 RNA 群 中 鉴定 某 一 mRNA 的 步骤 与 此 相似 ， 但 叫做 Northern 印迹 杂交 (Wa 
区 分 ) 。 由 于 mRNA 比较 短 〈 常 小 于 5kb)， 它 们 无 需 再 用 任何 酶 消化 (特异 性 的 ΕΝΑ 
裂解 酶 也 不 多 ) 。 其 他 步骤 都 和 Southern 印迹 大 同 小 异 。 分 离 的 mRNA 转移 至 带 正 电 
何 的 膜 上 ， 和 放射 性 标记 的 探 针 反应 。( 此 处 是 RNA 和 DNA 之 间 的 互补 链 碱 基 配 对 形 
成 杂交 体 。) 

Northern 印迹 杂交 更 适 于 确定 一 个 样品 中 特定 mRNA 的 含量 ， 而 不 是 其 大 小 。 特 
E mRNA 的 含量 能 反映 编码 它 的 基因 的 表达 水 平 。 因 此 ， 使 用 目的 基因 诱导 剂 诱导 一 
个 细胞 后 ， 可 以 用 Northern 印迹 杂交 检测 与 未 经 诱导 的 细胞 相 比 某 一 mRNA 水 平 的 升 
o Northern 印迹 杂交 也 可 以 用 来 比较 同一 生物 体 不 同 组 织 间 特定 转录 物 的 相对 水 平 
(也 束 是 目的 基因 的 表达 水 平 ) 。 由 于 在 这 些 分 析 中 我 们 使 用 了 过 量 的 DNA 探 针 ， 杂 交 
产物 的 量 与 原始 样品 中 的 mRNA 量 相 关 ， 从 而 可 以 测定 mRNA 的 相对 量 。 

Southern 印迹 杂交 和 Northern 印迹 杂交 的 原理 也 是 第 20 章 中 讨论 的 基因 芯片 分 
析 的 基础 。 大 量 序列 信息 的 获得 使 “ 反 向 杂交 ”实验 的 发 展 成 为 可 能 。 一 张 芯片 的 制作 
需要 运用 几 百 至 几 千 个 已 知 的 DNA 序列 。 其 中 每 个 序列 对 应 所 研究 的 生物 体 中 的 不 同 
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酶 连接 片段 


用 重组 质粒 


κα 


铺 于 含 四 环 素 
的 培养 基 上 


AAE 
ΜΗΝ 
Ἐν ΑΗ 
ρω 


ον 


ante μμ ας μα μμ 


只 有 含 重组 质粒 的 
菌株 能 存活 而 产生 
抗 性 菌落 


图 21-7 用 质粒 载体 进行 克隆 。 一 个 用 
EcoRI 酶 切 得 到 的 DNA 片段 被 插入 到 用 同 
一 种 酶 切 所 得 的 线性 质粒 载体 。 连 接 后 ， 重 
组 质粒 转化 细菌 〈 见 正文 )。 由 于 质粒 有 抗 
生 素 抗 性 ， 带 有 质粒 的 细胞 能 在 含有 抗生素 
的 培养 基 上 生长 从 而 加 以 选择 。 (经 许可 ， 
fi Η Micklos D. A.and Freyer G. A. 
2003. DNA Science: A first course, 2nd 
ed. , p. 129,© Cold Spring Harbor Laborato- 
ry Press. ) 


基因 ， 并 被 独立 固定 在 芯片 阵列 中 R 19-1) 。 请 
注意 这 里 所 用 的 技术 反 向 运用 了 Southern 或 
Northern TAKE. FRAP. BEM. R 
PPD ICA FFF RPK EIRE. CLE PRET EA 
列 。 而 目的 序列 则 由 从 细胞 或 组 织 中 的 全 体 RNA 
生成 的 cDNA 经 扩 增 和 标记 组 成 的 。 当 目的 序列 与 
阵列 中 的 DNA 探 针 杂交 时 ， 芯 片 中 每 个 DNA 杂 
交 信 号 的 强 弱 反映 了 目的 基因 的 表达 水 平 。 


特定 DNA 区 段 的 分 离 


为 了 对 基因 及 其 功能 做 分 子 生 物 学 分 析 ， 我 
们 需要 先 将 较 大 的 DNA 分 子 分 解 成 一 些 特定 的 
DNA 区 段 并 做 选择 性 扩 增 。 这 样 我 们 就 能 够 分 析 
这 个 特定 DNA 分 子 所 编码 的 信息 。 从 而 ,这 段 
DNA 可 以 被 测序 分 析 ， 或 可 以 被 克隆 ， 表 达 以 研 
究 其 蛋白质 产物 。 

大 量 纯 化 特定 DNA 分 子 的 能 力也 使 我 们 能 用 
各 种 其 他 方式 操作 它 。 比 如 ， 我 们 就 能 制备 重组 
DNA 分 子 。 重 组 技术 可 以 用 来 改变 某 一 特定 基因 
的 表达 (如 将 其 编码 序列 和 其 他 启动 子 融 合 ) 或 
产生 编码 所 谓 融 合 蛋 白 〈( 即 各 个 部 分 来 自 于 不 同 
蛋白 质 的 杂 合 蛋白 ) 的 DNA, DNA 克隆 和 PCR 
扩 增 技术 已 成 为 研究 基因 表达 调控 、 基 因 组 稳定 
性 和 重 日 质 功 能 的 基本 手段 。 


DNA Τε 


构建 重组 DNA 分 子 并 在 细胞 中 保存 这 些 分 
子 ， 叫 作 DNA 克隆 (DNA cloning) 。 这 个 过 程 通 
w UG ΛΜ BRU (vector) 和 插入 DNA (insert 
DNA) ， 载 体能 提供 在 细胞 中 扩 增 克隆 DNA 的 信 
S, 插入 DNA 则 包含 目的 基因 并 能 插入 到 载体 
中 。 制 备 重 组 DNA 分 子 的 关键 是 在 特定 序列 处 切 
割 DNA 的 限制 酶 以 及 能 连接 切割 所 得 DNA 的 其 
他 酶 类 。 通 过 制备 可 在 宿主 中 扩 增 的 重组 DNA 分 
子 ， 我 们 可 以 将 某 一 特定 的 插入 DNA 从 其 他 
DNA 中 分 离 纯 化 出 来 并 大 量 扩 增 。 

接 下 来 我 们 将 介绍 DNA 分 子 的 切割 、 重 组 和 
扩 增 。 然 后 我 们 还 要 讨论 如 何 制备 大 量 杂 合 分 子 
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的 集合 ， 即 文库 (library) 。 一 个 文库 使 用 一 种 通用 载体 ， 这 个 载体 携带 许多 不 同 的 插 
入 片段 。 除 了 文库 的 制备 方法 外 ， 我 们 还 将 讲述 如 何 从 文库 中 鉴定 和 分 离 特定 的 DNA 
KE. 


在 质粒 载体 中 克隆 DNA 


DNA 用 限制 酶 切 制 成 片段 后 ， 通 常 需要 插入 到 某 一 载体 中 进行 扩 增 。 也 就 是 说 ， 
为 了 在 和 宿主 中 进行 复制 ，DNA 片段 必须 插入 到 第 二 个 DNA 分 子 (载体 ) 中 。 最 常用 
于 扩 增 DNA 的 宿主 是 大 肠 杆菌 CE. coli), Rik DNA 通常 具备 3 个 特性 。 

1. 载体 含有 一 个 复制 起 点 ， 它 们 能 独立 于 宿主 染色 体 进行 自主 复制 。( 注 意 酵 母 载 
体 还 需 含 有 一 个 着 丝 粒 。) 

2 载体 含有 筛选 标记 ， 这 使 我 们 容易 鉴别 含有 载体 (和 所 连 DNA) 的 细胞 。 

3. 载体 含有 一 个 或 多 个 限制 酶 的 酶 切 位 点 ， 从 而 可 以 使 DNA 片段 插入 于 载体 的 特 
定位 点 ， 而 不 干扰 以 上 两 个 功能 。 

最 常用 的 载体 为 质粒 〈plasmid) ， 它 们 是 大 小 约 为 3kb 的 环 状 DNA 分 子 。 这 些 分 
于 最 先 源 于 许多 细菌 和 单 细 胞 真 核 生物 中 天 然 存在 的 环 状 DNA 分 子 (第 22 章 )。 许 多 
情况 下 《〈 尽管 酵母 中 不 是 ) ， 质 粒 DNA 常常 携带 抗生素 抗 性 基因 。 因 此 ， 天 然 质粒 已 
经 具备 载体 的 两 个 特性 : @ 能 在 宿主 中 独立 扩 增 ;@ 携 带 筛 选 标 记 。 这 些 质粒 的 另 一 个 
好 处 是 它们 在 一 个 细胞 中 多 拷贝 存在 ， 因 此 增加 了 能 从 细胞 群 中 分 离 到 的 DNA 的 量 ， 

有 时 这 些 质 粒 也 含有 有 用 的 特殊 酶 切 位 点 。 然 而 ， 自 从 这 些 质粒 被 发 现 以 来 ， 人 们 
束 对 它们 做 了 简化 和 改造 ， 如 今 一 个 典型 的 质粒 载体 在 一 小 段 区 域内 就 有 20 多 个 单一 
酶 切 位 点 一 般 称 为 多 克隆 位 点 。 这 样 我 们 可 以 应 用 多 种 限制 酶 对 靶 DNA 进行 切割 。 

将 DNA 片段 插入 到 载体 中 比较 简单 (图 21-7) 。 假 设 一 个 质粒 载体 含有 EcoRI 的 
特异 识别 位 点 。 用 EcoRI 处 理 后 质粒 变 成 线性 。 由 于 EcoRI 能 产生 互补 的 5' 突 出 末端 ， 
这 些 医 性 末端 能 退火 形成 带 有 两 个 缺 刻 的 环 (参考 图 21-5). DNA 连接 酶 CDNA lig- 
ase) 和 ATP 可 以 封闭 缺 刻 ， 重 新 形成 共 价 闭合 环 状 DNA, #2 DNA 先 用 限制 酶 ， 在 这 
个 例子 中 是 EcoRI 切割 以 生成 插入 DNA。 这 些 插入 DNA 和 过 量 的 用 EcoRI 切割 形成 
杂交 用 黏 性 末端 的 载体 DNA 混合 ， 并 加 入 DNA 连接 酶 以 连接 这 两 个 DNA 的 互补 未 
Wo MASEM DNA 量 相 比 过 量 的 插入 DNA 可 确保 大 部 分 载体 会 和 插入 DNA 连接 
(图 21-7). 

一 些 载体 不 仅 使 特定 DNA 的 分 离 、 纯 化 成 为 可 能 ， 还 能 驱动 插入 DNA 内 基因 的 
表达 。 这 些 质粒 叫 作 表达 载体 (expression vector) , 它们 在 插入 位 点 附 近 含 有 从 和 宿 主 细 
胞 中 得 到 的 转录 启动 子 。 如 果 一 个 基因 的 编码 区 (不 含 启动 子 ) 置 于 插入 位 点 的 恰当 位 
兽 ， 插 入 基因 就 能 由 宿主 细胞 转录 成 mRNA 并 翻译 成 蛋白 质 。 人 们 通常 使 用 表达 载体 
来 表达 异 源 基因 或 突变 基因 以 检测 其 功能 。 表 达 载 体 也 能 用 来 大 量 生产 某 一 种 蛋白 质 以 
供 纯 化 之 用 。 而 且 ， 人 们 可 以 通过 选择 表达 载体 中 的 启动 子 来 方便 地 对 插入 片段 的 表达 
实行 调控 。 例 如 ， 在 培养 基 中 加 入 一 种 简单 的 化 合 物 〈 如 一 种 糖 或 氨基 酸 ) COLES 16 章 
中 原核 生物 转录 调控 的 讨论 ) 。 如 果 基 因 产 物 有 毒性 ， 控 制 基因 表达 的 时 间 的 能 力 就 显 
得 尤为 重要 。 
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载体 DNA 能 通过 转化 导入 箱 主 生物 体 中 


WAIA DNA 的 载体 经 转化 导入 和 窒 主 细胞 中 才能 进行 扩 增 。 如 我 们 在 第 2 章 所 讨 
WPJ, Fik (transformation) 就 是 宿主 生物 体 从 环境 中 摄取 DNA 的 过 程 。 在 一 些 细 
函 中 ， 这 个 过 程 能 目 然 发 生 ， 我 们 把 它们 叫做 是 有 遗传 感受 态 (genetic competence) 
HJ. E.coli 中 转化 不 能 自然 发 生 ， 不 过 用 钙 离 子 处 理 后 ， 五 . coli 也 可 被 赋予 摄取 DNA 
的 能 力 。 细 菌 摄取 DNA 的 确切 机 制 尚 未 知晓 ， 可 能 是 因为 钙 离子 能 遮蔽 DNA 上 的 负 
HA fay, AmE DNA 能 穿 过 细胞 膜 。 因 此 据说 经 钙 离 子 处 理 的 细胞 可 用 于 转化 。 摄 取 质 
A. DNA 的 细胞 被 称 作 转化 子 ， 转 化 子 可 以 用 抗生素 来 进行 第 选 ， 由 于 质粒 对 某 一 种 抗 
生 率 有 抗 性 ， 携 带 质 粒 的 转化 子 也 因而 获得 了 这 种 抗生素 抗 性 ， 能 在 这 种 抗生素 中 生 
长 ， 但 不 含 质粒 的 细胞 则 不 能 生长 。 

通常 转化 相对 效率 并 不 高 ， 只 有 一 小 部 分 用 DNA 处 理 的 细胞 能 摄取 质粒 。 正 因为 
转化 的 效率 低 ， 我 们 有 必要 对 转化 子 用 抗生素 进行 筛选 。 用 DNA 处 理 后 ， 细 胞 被 转移 
到 含有 相关 抗生素 的 培养 基 中 ， 只 有 摄取 了 质粒 并 能 稳定 携带 质粒 的 细胞 才能 生长 。 转 
化 的 低 效 率 能 保证 在 绝 大 多 数 情 况 下 ， 每 个 细胞 只 摄取 一 分 子 DNA。 这 个 特性 使 每 个 
转化 细胞 及 其 后 代 只 携带 单个 DNA 分 子 ， 从 而 能 有 效 地 将 这 个 DNA 分 子 从 转化 混合 
物 的 其 他 DNA 中 纯化 出 来 并 进行 扩 增 。 


用 克隆 法 制备 DNA 分 子 文库 


如 采 起 始 DNA 简单 ， 那 么 制备 它 的 特异 性 克隆 是 轻而易举 的 事 。 如 果 起 始 DNA 
小 〈 例 如， 来 源 于 基因 组 大 小 仅 为 10kb 左右 的 小 病毒 )， 我 们 只 要 在 限制 酶 酶 切 和 凝 
胶 电 泳 后 分 离 DNA 片段 就 可 以 了 。 在 插入 到 载体 之 前 ， 不 同 大 小 的 DNA 可 以 从 凝 胶 
中 回收 并 纯化 。 

如 果 起 始 DNA 比较 复杂 (如 人 类 基因 组 )， 要 做 克隆 就 不 太 容易 了 。 在 这 种 情况 下 ， 
用 一 种 限制 酶 处 理 后 进行 简单 的 电泳 分 离 ， 在 切割 位 点 之 间 的 平均 距离 附近 有 大 量 不 同 大 
小 的 片段 。 因 此 ， 在 这 种 情况 下 ， 我 们 不 如 将 所 有 的 片段 群 进行 克隆 ， 再 分 离 单个 克隆 。 

DNA 文库 (library) 就 是 一 群 含 有 不 同 的 DNA 插入 片段 的 相同 载体 (图 21-8). 
为 了 构建 DNA 文库 ， 我 们 选择 一 种 能 产生 适宜 大 小 的 插入 片段 的 限制 酶 对 靶 DNA 
(如 人 类 基因 组 DNA) 进行 消化 。 揪 入 片段 的 大 小 可 以 在 小 于 100 碱 基 对 至 大 于 1Mb 
25] GRANT A A Boi av FA DNA 不 完全 酶 切 造 成 ) 。 将 酶 切 所 得 的 DNA 与 经 同一 种 
限制 酶 酶 切 的 相应 载体 混合 ， 用 DNA 连接 酶 连接 ， 这 样 就 能 产生 大 量 携带 不 同 插入 片 
段 的 载体 。 

不 同 来 源 的 插入 DNA 能 产生 不 同 种 类 的 文库 。 最 简单 的 文库 是 基因 组 文库 
(genomic library) , 它 采 用 全 基因 组 DNA 经 单一 限制 酶 切割 所 产生 的 片段 制备 而 成 。 这 
种 文库 在 制备 基因 组 测序 所 用 的 DNA 中 最 为 有 用 ; 另 一 方面 ， 如 果 要 克隆 编码 某 一 特 
定 基 因 的 DNA 片段 ， 只 有 在 所 研究 的 生物 体 中 非 编 码 DNA 相对 较 少 时 ， 才 适合 采用 
基因 组 文库 。 对 于 基因 组 较为 复杂 的 生物 体 来 说 ， 由 于 许多 DNA 插入 片段 内 没有 编码 
序列 ， 这 种 文库 就 不 太 适 合 了 。 
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图 21-8 DNA 文库 的 构建 。 为 了 构建 文库 ， 我 们 将 同一 种 限制 酶 消化 所 得 的 基因 组 
DNA 和 载体 DNA 以 及 连接 酶 一 起 进行 锤 化 。 然 后 将 最 终 的 杂 合 载体 (每 个 携带 基 
因 组 DNA 的 不 同 片段 的 细胞 ， 用 一 种 不 同 的 颜色 表示 ) 文库 导 人 EE. coli, 接 着 将 细胞 
铺 于 琉 脂 培养 基 上 的 滤 腊 上。 菌落 长 成 后 ， 从 平板 上 移 走 滤 膜 ， 进行 必要 的 处 理 以 
用 于 杂交 : 裂解 细胞 ， 使 DNA 变性 ， 再 用 标记 探 针 孵化 滤 膜 。 目 的 克隆 用 放射 自 显 
PSE. 
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为 了 在 文库 中 富 集 编 码 序 列 ， 人 们 通常 使 用 cDNA 文库 。 其 制备 如 下 (图 21-9). 
在 这 里 ， 起 始 DNA 不 再 是 基因 组 DNA， 而 是 由 mRNA 转换 来 的 DNA。 这 个 由 mR- 
ΝΑ 转换 成 DNA 的 过 程 叫做 反 转 录 (reverse transcription)， 它 由 一 种 以 RNA 为 模板 
来 合成 DNA (第 11 章 ) 的 特殊 的 DNA RARE CRRA) 催化。 用 反 转 录 酶 处 理 
Ja, mRNA 能 转变 成 双 链 DNA 拷贝 ， 即 cDNA (copy DNA)。 此 后 ,构建 文库 的 策略 
与 构建 基因 组 文库 一 样 。cDNA 产物 和 载体 经 相同 限制 酶 酶 切 而 使 所 获得 片段 连 和 人 载 
体 中 。 

为 了 从 一 个 文库 中 分 离 单个 插入 片段 ， 人 们 将 整个 文库 转化 进 Ε. coli 细胞 中 。 
通常 每 个 转化 细胞 只 含有 一 个 由 载体 和 相应 插入 片段 组 成 的 重组 分 子 。 因 此 ， 传 代 
后 的 每 个 转化 细胞 就 含有 文库 中 某 一 克隆 的 多 个 拷贝 。 携 带 任 一 已 克隆 的 目的 序列 
的 细胞 所 生成 的 菌落 可 以 被 鉴定 ， 目 的 序列 可 以 被 分 离 。 很 多 方法 可 以 用 来 鉴定 克 
隆 ， 如 下 面 我 们 要 讲述 的 是 用 DNA 或 ΕΝΑ 探 针 杂交 来 鉴定 含有 特定 插入 DNA 的 
细胞 。 


杂交 法 可 以 用 来 鉴定 DNA 文库 中 的 某 一 特定 克隆 


克隆 基因 的 一 个 常用 步骤 就 是 在 一 个 文库 的 所 有 克隆 中 鉴定 目的 基因 片段 。 通 过 使 
用 和 目的 基因 部 分 序列 互补 的 DNA 探 针 可 以 做 到 这 一 点 。 这 样 一 个 探 针 可 以 用 来 鉴定 
含有 目的 基因 区 段 的 细胞 菌落 ， 就 像 我 们 正在 讨论 的 。 

用 经 标记 的 DNA 探 针 筛 查 文库 叫做 菌落 杂交 (colony hybridization) 。 一 个 典型 的 
cDNA 文库 含有 数 干 个 不 同 的 插入 片段 ， 每 个 插入 片段 都 连接 于 一 个 通用 载体 CULE). 
用 文库 转化 合适 的 菌株 后 ， 将 细胞 铺 板 于 含 固体 培养 基 (通常 为 琼脂 ， 第 22 章 ) 的 培 
狐 吧 上 。 每 个 细胞 都 将 长 成 一 个 独立 的 菌落 ， 特 定 菌落 中 的 每 个 细胞 含有 文库 中 的 同一 
种 载体 和 插入 片段 (通常 每 个 培养 史上 能 生长 几 百 个 菌落 )。 

为 了 便于 检测 到 数量 有 限 的 DNA， 我 们 还 是 采用 Southern、Northern 印迹 中 所 用 
的 市 正 电 葵 的 滤 膜 。 这 里 ， 我 们 将 滤 膜 覆盖 于 平板 菌落 的 上 方 ， 滤 膜 上 就 留 下 了 每 个 菌 
落 的 细胞 〈 包 括 一 些 DNA) 印迹 《请 注意 每 个 菌落 中 都 有 一 些 细胞 留 在 平板 上 )。 因 
此 ， 渡 腊 上 包含 每 个 DNA 克隆 的 一 个 样品 ， 而 其 在 滤 膜 上 的 位 置 与 其 菌落 在 平板 上 的 
位 置 相 对 应 。 这 保证 当 用 探 针 和 滤 膜 反应 鉴定 出 目的 克隆 后 ， 就 很 容易 通过 其 对 应 的 菌 
落 位 置 鉴定 出 那个 菌落 ， 含 有 相应 插入 DNA 的 质粒 就 可 以 被 纯化 。 

用 探 针 中 选 滤 膜 的 反应 步骤 如 下 。 先 处 理 滤 膜 ， 使 膜 上 的 细胞 裂解 ， 其 中 的 DNA 
佣 释放 出 来 并 在 原 位 与 滤 膜 结合 。 再 将 滤 膜 与 经 标记 的 探 针 孵化 ， 反 应 条 件 和 
Southern, Northern 印迹 实验 中 一 样 。 

如 前 所 述 及 第 22 章 将 讨论 的 ， 人 们 对 唉 菌 体 〈 尤 其 是 入 ES) 进行 了 一 些 改造 
以 用 作 载 体 ， 用 喉 菌 体 作 载体 制备 的 文库 的 筛选 方法 和 质粒 文库 基本 相同 。 不 同 的 只 是 
我 们 要 筛选 的 是 噬菌体 在 菌 若 上 生长 所 形成 的 吻 菌 斑 ， 而 不 是 菌落 (第 22 Ξε}, 
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与 质粒 DNA 连接 


cDNA 文库 


21-9 cDNA 文库 的 构建 。RNA 依赖 的 DNA 聚合 酶 一 一 反 转 录 酶 将 ΕΝΑ 反 转 
录 成 DNA (cDNA)。 第 一 步 (第 一 条 链 合 成 ) 中 ，poly 工 和 mRNA 的 poly A 尾 杂 
交 ， 起 到 了 引物 的 作用 。 反 转录 酶 延伸 dT 引物 ， 产 生 mRNA 模板 的 完整 拷贝 ， 形 
成 一 条 由 mRNA 和 它 的 互补 链 组 成 的 双 链 。RNA 用 碱 (NaOH) 处 理 除去 ， 留 下 
的 单 链 DNA 就 可 以 作为 第 二 步 (第 二 条 链 合成 ) 的 模板 。 用 随机 六 核 苷 酸 序列 作 
引物 ， 和 DNA 模板 链 的 不 同 序列 杂交 。 然 后 用 DNA 聚合 酶 延伸 引物 而 生成 双 链 
DNA， 这 样 就 可 以 克隆 进入 质粒 载体 (图 21-8) 以 供 制 备 cDNA 文库 之 用 。 


按照 需要 合成 的 短 DNA 片段 。 虽 然 DNA 聚合 酶 是 合成 DNA 分 子 的 最 有 效 机 器 ， 
DNA 也 能 通过 化 学 法 合成 。 最 常见 的 化 学 合成 是 在 DNA 自动 合成 仪 的 固 相 支持 物 上 
进行 的 。 用 作 添 加 核 苷 酸 的 前 体 物 是 一 种 化 学 保护 了 的 分 子 ， 叫 做 亚 磷 酸 酰胺 (phos- 
phoamidine) (图 21-10). 5 DNA 聚合 酶 催化 的 链 延 伸 方向 相反 ， 化 学 法 合成 中 DNA 
链 的 生长 是 通过 在 5 tig US SERA RET 
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tenets 用 化 学 法 合成 60 ~ 100 个 碱 基 的 DNA 分 子 
三 莱 甲 基 (DMT) 封闭 是 高 效 而 准确 的 ， 只 需要 几 个 小 时 。 现 在 DNA 
\ 合成 已 成 了 实验 室 里 的 常规 步骤 : 研究 者 们 只 需 
将 碱 基 序 列 输入 到 操纵 DNA 合成 仪 的 计算 机 中 ， 
设 定 合成 程序 ， 就 可 以 得 到 任何 想 要 的 序列 。 随 
看 合成 分 子 的 长 度 增长 ， 由 于 合成 过 程 任 一 循环 
中 都 可 能 发 生 内 在 错误 ， 所 得 到 的 终 产 物 就 不 那 
么 均一 了 。 因 此 ， 要 大 量 、 准 确 地 合成 大 于 100 
μι Ya ‘cH, MEPR DNA 以 用 作 分 子 分 析 是 比较 困难 的 . 
图 21-19 ”质子 化 的 亚 磷酸 酰胺 化 合 物 。 如 图 所 — ο ο AEN alloca μῶν 
ο ΜΕ μυ... ΤΗ ον κά BY FF ΠΠ] SE R YK Ἡ RT A EP AE TK FE 
DNA 的 定 回 突变 。 这 种 方法 叫做 定点 诱 变 
(site-directed mutagenesis)， 其 步骤 如 下 。 窒 聚 核 背 酸 与 克隆 片段 杂交 后 ， 以 克隆 
DNA 为 模板 指导 新 的 DNA 的 合成 。 这 样 就 产生 了 含有 一 个 错 配 位 点 的 双 链 分 子 。 然 
后 将 两 条 链 分 离开 来 ， 进 一 步 扩 增 含 有 所 需 错 配 位 点 的 那 条 链 。 
人 工 设计 的 寡 聚 核 苷 酸 也 能 通过 这 种 方式 将 限制 酶 位 点 引入 克隆 DNA 中 ， 这 可 以 
用 来 制备 一 个 编码 序列 与 另 一 编码 序列 、 启 动 子 或 核糖 体 结合 位 点 的 融合 体 。 再 举 一 个 
PIF, FCI ATE rid A AE ERG HBT WAVE ZR CRE. TA. ATR 
TTY SERRA Ὴ RTE FR ΞΕΥΗΔΗ9 BE SBE FZ AL: DNA 测序 中 都 起 着 十 分 关键 的 作用 。 
因此 ， 为 了 检测 、 扩 增 特 定 DNA 或 测序 ， 在 设计 构建 基因 的 新 的 分 子 克 隆 时 ， 都 要 设 
TIA MA EA AT is Fe A A ERE . 


聚合 酶 链 反 应 (PCR) 通过 体外 DNA 的 重复 复制 而 扩 增 DNA 


一 种 扩 增 特定 DNA 区 段 的 高 效 方法 是 聚合 酶 链 反 应 (polymerase chain reaction, 
PCR), CSW ΗΛ PY a A AA, ESE ASP AE (Ev. PCR 采用 
DNA 聚合 酶 ， 以 单 链 DNA 为 模板 ， 以 脱氧 核 苷 酸 为 底 物 合成 DNA。 如 第 8 章 中 提 到 
的 ， 当 人 工 设 计 的 寒 聚 核 车 酸 与 更 长 的 DNA 模板 发 生 退 火 时 ，DNA RAMPS 
加 到 人 工 设计 的 寒 聚 核 背 酸 的 3 端 。 因 此 ， 如 果 一 条 合成 的 衫 聚 核 苷 酸 与 和 它 互 补 的 
单 链 模板 退火 ，DNA 聚合 酶 就 能 以 它 为 引物 ， 从 5' 一 3' 延 伸 而 产生 双 链 DNA, 

ΛΕΕΙ DNA 聚合 酶 和 PCR 来 扩 增 特定 的 DNA 序列 呢 ? 先 合成 两 条 单 链 寡 聚 核 
HR. -RER BARS EP IN DNA 的 一 条 链 的 5 端 互补 ， 另 一 条 则 与 另 一 条 链 的 
5 端 互补 (图 21-11) 。 然 后 使 要 扩 增 的 DNA 变性 ， 寡 聚 核 苷 酸 和 它们 的 靶 序 列 退 火 。 
这 时 ， 在 反应 中 加 入 DNA 聚合 酶 和 脱氧 核糖 核 苷 酸 底 物 ，DNA 聚合 酶 使 两 条 引物 延 
伸 。 这 个 反应 能 在 DNA 两 条 链 的 目的 区 域 处 产生 双 链 DNA。 因 此 经 过 PCR 反应 的 第 
一 个 循环 ， 产 生 了 DNA 起 始 片 段 的 两 个 双 链 拷贝 。 

RE. RE DNA 进行 另 一 轮 变 性 ， 用 相同 的 引物 进行 DNA 合成 (注意 只 有 两 条 引 
物 中 间 的 序列 是 被 准确 扩 增 的 。)。 这 样 就 生成 了 4 个 拷贝 的 目的 片段 。 如 此 重复 进行 变 


核酸 。 755 。 


性 和 引物 指导 的 DNA 合成 能 使 两 个 引物 之 间 的 区 域 呈 几何 级 数 (2、4、8、16、32、 
64…) 扩 增 。 因 此 原来 含量 稀少 的 一 个 DNA 片段 经 过 扩 增 就 能 够 产生 大 量 的 双 链 
DNA. (ΒΗ 21-11}. 

AREXEK, DNA 克隆 和 聚合 酶 链 反 应 (ΡΟΚ) 依据 的 是 同一 思路 ， 即 DNA 
的 重复 复制 能 大 量 扩 增 微量 DNA， 不 管 是 通过 细胞 分 裂 的 反复 进行 还 是 体外 DNA 合 
成 的 循环 进行 。 然 而 ， 在 克隆 中 ， 我 们 用 选择 性 试剂 或 其 他 设置 来 确定 一 个 现存 文库 中 
的 被 扩 增 序列 ; 而 在 ΡΟΚ 中 ， 选 择 性 试剂 就 是 这 对 寡 聚 核 苷 酸 ， 它 们 从 一 开始 就 将 扩 
增 限 定 于 特定 的 目的 DNA 序列 CHE 21-1). 


4 组 部 分 重 登 的 DNA 片段 揭示 核 苷 酸 序 殉 


接 下 来 我 们 将 讨论 如 何 测定 核 苷 酸 序列 。 从 某 种 意义 上 说 ， 核 苷 酸 测序 是 选择 性 研 
完 基 因 组 的 最 高 手段 。 整 个 基因 组 的 完整 核 苷 酸 序列 的 测定 ， 例 如 ， 已 经 完成 测序 的 复 
来 程度 不 同 的 一 些 生物 体 〈( 从 细菌 到 人 类 ) 的 基因 组 序列 ， 使 我 们 能 通过 使 用 计算 机 和 
相应 的 运算 法 则 快速 、 准 确 地 查找 任 一 特定 序列 。 换 名 话说 ， 在 处 理 核 苷 酸 序 列 时 我 们 
所 用 的 “选择 性 试剂 ”是 一 串 我 们 输入 到 电脑 中 的 碱 基 。 随 着 大 量 可 用 的 基因 组 序列 
的 增加 ， 利 用 计算 机 在 同一 种 生物 体 中 或 不 同 生 物体 间 高 精度 地 搜寻 相关 序列 的 拷 
贝 已 成 为 可 能 。 显 然 ， 核 苷 酸 测序 产生 了 功能 强大 的 数据 库 ， 这 一 点 我 们 将 在 后 面 

DNA 测序 的 基本 原理 是 按 大 小 分 离 几 组 部 分 重 春 的 DNA 分子。 这 些 DNA 分 子 5 
端 相 同 ， 但 3 端 有 几 种 不 同 的 可 能 性 。 每 组 DNA 分 子 的 3' 端 是 一 种 特定 的 碱 基 。 第 一 
组 DNA 分 子 都 以 G 结 束 ， 第 二 组 是 C， 第 三 组 是 A， 最 后 一 组 是 工 。 一 组 特定 的 DNA 
分 子 ， 以 G 组 为 例 ， 它 们 的 长 度 因 其 3 端的 G 在 序列 中 的 位 置 不 同 而 不 同 。 因 此 ， 这 
组 DNA 乒 段 能 告诉 你 产生 它们 的 DNA 分 子 中 何 处 有 一 个 G。 我 们 将 在 后 面 讲 述 如 何 
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21-11 聚合 酶 链 反 应 。 在 ΡΟΚ 的 第 一 步 ， 将 DNA 模板 加 热 变 性 ， 用 对 应 于 要 扩 增 的 DNA 序 
列 的 边界 的 寡 聚 核 苷 酸 引 物 〈 深 橘红 色 和 暗 绿色 ) 与 DNA 模板 退火 。 用 DNA RAR CORBA 
E) 在 引物 处 延伸 、 拷 贝 单 链 模 板 ( 淡 绿色 )。 然 后 ， 再 次 使 DNA 变性 ， 和 引物 退火 并 用 作 新 一 
轮 DNA 合成 的 模板 。 请 注意 在 第 二 个 循环 中 ， 引 物 既 能 引发 依据 原始 模板 的 DNA 合成 ， 也 能 引 
发 依据 新 合成 的 DNA 的 合成 。 当 DNA 聚合 酶 延伸 与 来 自 于 上 一 轮 DNA (或 来 自 于 绿色 标记 模 
板 的 橘 红色 引物 ) 合成 产生 的 新 模板 〈 橘 红色 标记 ) 退火 的 绿色 标记 的 引物 时 ， 它 沿 着 模板 链 前 
进 直 至 其 末端 〈 在 下 图 中 聚合 酶 还 没 到 模板 的 末端 ) 。 于 是 ， 欲 扩 增 的 DNA 序列 在 第 二 轮 循环 中 
就 被 准确 合成 了 。 此 后 ， 进 一 步 循 环 变 性 、 引 物 退 火 和 DNA 合成 (RERE) 就 能 产生 处 于 两 个 
引物 之 间 的 DNA 片段 。 反 应 每 进行 一 轮 ，DNA 的 量 就 旦 几何 级 数 增长 一 次 。 
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产生 这 些 片段 (图 21-14). 

这 些 长 度 不 同 的 片段 可 以 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 进行 测定 。 将 G 组 片段 跑 胶 能 产 
生 一 系列 条 市 ， 每 个 条 带 都 对 应 于 一 个 片段 ， 其 长 度 反 映 了 某 一 个 G 在 DNA 序列 中 的 
位 置 。 可 以 将 4 组 部 分 重生 的 DNA 平行 跑 胶 ,产生 4 组 能 显示 DNA 序列 中 何 处 有 G, 
C, AM TMAH. WRX 4 组 条 带 的 位 置 ， 就 能 显示 待 测 DNA 分 子 的 完整 序列 。 也 
可 以 用 不 同 的 荧光 分 别 标 记 4 组 部 分 重 羡 的 DNA， 将 它们 作为 一 个 混合 物 进 行 电泳 ， 
再 用 荧光 检测 仪 区 分 。 

如 何 产 生 这 4 组 部 分 重合 的 DNA 分 子 呢 ? 有 两 种 方法 : 一 种 方法 是 用 放射 性 标记 
DNA 分 子 的 5 端 ， 再 用 4 种 不 同 的 化 学 步 又 处 理 ， 使 它们 分 别 优先 在 G、C、A 或 工 
处 断裂 。 这 种 化 学 方法 已 不 再 广泛 使 用 ， 因 此 我 们 也 不 再 歼 述 。 另 一 种 方法 采用 链 终 止 
性 核 苷 酸 (chain-terminating nucleotide) 和 体外 DNA 合成 ， 这 种 方法 至 今 仍 广 为 使 
用 ， 也 是 现代 上 自动 测序 仪 Sequenator 所 依据 的 技术 。 

PA ILE, BRBARS| Wel DNA 合成 的 起 始 位 置 后 ，DNA 聚合 酶 从 DNA 
模板 中 复制 出 若干 拷贝 分 子 。 如 我 们 在 第 8 章 中 所 见 ，DNA 聚合 酶 以 2 -脱氧 核 苷 三 磷 
酸 为 底 物 ， 从 5 一 3 合成 DNA。( 链 终止 法 依据 的 是 我 们 第 8 章 讨论 的 DNA HBS 
成 ) 。 链 终止 法 采用 特殊 的 、 经 修饰 的 底 物 ， 即 2 ,3 - 双 脱 氧 核 苷 酸 (ddNTP)， 它 们 的 
糖 环 上 没有 2 和 3'-OH (图 21-12)。DNA 聚合 酶 能 在 延伸 中 的 多 聚 核 苷 酸 链 的 3’ HB 
和 一 个 2 ,3 - 双 脱 氧 核 苷 酸 分 子 ， 但 它 一 旦 挫 和 人 后 ，3 -OH 的 缺乏 阻止 了 核 苷 酸 进一步 
的 延伸 而 使 链 延 伸 反 应 终止 〈 图 21-19). 


2'- 脱氧 ΑΤΡ 2 ,3 '- MARA ΑΤΡ 


A 5 
(ϱ)--ϐ)--(ϱ--οΗς Lo (P)—(P)—(P)—OH,C ο 
375! 3°) 


OH H H H 


Æ 21-12 DNA 测序 中 使 用 的 双 脱 氧 核 苷 酸 。 左 图 是 2 -脱氧 ATP， 它 能 加 入 到 延伸 中 的 DNA 链 中 ， 使 另 一 个 
核 革 酸 直接 加 在 它 的 后 面 。 右 图 是 2 ，3 - 双 脱 氧 ATP， 一 旦 它 加 入 到 延伸 中 的 ΝΑ 链 中 ， 它 就 阻止 其 他 核 苷 
酸 加 入 到 同一 条 链 中 。 


现在 设想 我 们 在 核 苷 酸 底 物 混合 物 中 挫 人 修饰 底 物 2 ,3 - 双 脱 氧 鸟 味 叭 三 磷酸 
(ddGTP), ddGTP 和 2 -脱氧 GTP 的 比值 为 1 : 100。 这 就 使 DNA 在 每 次 DNA RAB 
三 到 模板 链 上 的 C 时 以 1 : 100 的 频率 终止 (图 21-14a) 。 由 于 所 有 的 DNA 链 从 同一 点 
开始 延伸 ， 链 终止 性 核 苷 酸 能 产生 一 组 部 分 重 赤 的 多 聚 核 苷 酸 片 段 ， 所 有 片段 5 端 相 
同 但 长 度 不 同 ， 因 此 它们 的 3 端 不 同 。 因 此 这 些 片 段 的 长 度 指示 了 模板 链 中 C 的 位 
置 。 如 果 用 放射 性 标记 的 引物 或 用 荧光 添加 剂 作 标签 的 引物 标记 这 些 片段 的 5 端 ， 
或 用 荧光 标记 的 ddGTP 的 衍生 物 标 记 它 们 的 3 端 ， 那 么 用 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 时 ， 
这 组 部 分 重合 的 片段 就 能 产生 一 系列 条 带 ， 每 条 条 带 代 表 了 模板 链 上 的 一 个 C. (A 
21-14b) 。 如 果 我 们 用 ddCTP、ddATP 和 ἀάΤΤΡ 以 相似 的 方式 阻止 DNA 的 合成 ， 这 
样 我 们 总 共 就 可 以 得 到 4 组 部 分 重 到 的 DNA 片段 ， 它 们 一 起 能 提供 DNA 的 全 部 核 
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图 21-13 双 脱 氧 核 痛 酸 引 发 的 链 终止 。 上 图 是 一 条 3' 端 正在 延伸 的 DNA 链 ， 一 个 腺 苷 酸 正 加 
入 到 先前 摊 入 的 胞 喀 喧 上。 如 文中 所 述 ， 延 伸 中 的 DNA 链 的 双 脱 氧 胞 喀 啶 (下 图 所 示 ) 3Η 
止 别 的 核 苷 酸 的 加 入 。 
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21-14 链 终止 法 DNA 测序 。 如 文中 所 述 ， 在 双 脱 氧 核 苷 酸 存 在 的 情况 下 ， 将 合成 不 同 长 
度 的 DNA 链 。 所 产生 的 DNA 链 的 长 度 依赖 于 DNA 模板 的 序列 以 及 反应 中 挫 入 了 何 种 双 脱 
RER. KEAP, α. 最 上 方 是 DNA 模板 的 序列 。 在 这 个 反应 中 ， 所 有 的 碱 基 都 以 脱氧 核 
甘酸 的 方式 存在 ， 但 是 鸟 味 叭 还 有 双 脱 氧 的 形式 。 因 此 ， 当 DNA 链 延 伸 至 模板 中 的 胞 喀 喧 
If, — F PAT ddGTP， 而 不 是 dGTP。 在 这 种 情形 下 ，DNA 链 就 停止 延伸 。b. 显示 
用 唆 丙 炉 酰 胺 凝 胶 分 离 得 到 的 片段 。 凝 胶 上 这 些 片 段 的 长 度 反 映 了 进行 测序 的 模板 DNA 中 胞 
ΠΕ ΠΕ HJA E o 


甘酸 序列 。 为 了 读 出 这 个 序列 ， 每 种 反应 所 产生 的 片段 都 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 进行 
分 离 (图 21-15). 


下 面 我 们 可 以 看 到 ， 这 一 理论 上 容易 的 方法 ， 最 开始 是 为 了 测定 短 的 、 已 定义 的 
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DNA 卢 段 的 序列 而 研制 的 。 这 一 方法 经 历 了 一 系列 技术 改进 ， 使 全 基因 组 分 析 成 为 可 
能 (HE 21-2). | 


图 21-15 DNA 测序 胶 。 如 图 所 示 ，DNA 链 的 长 度 可 以 在 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 上 进行 分 离 测 定 。DNA 链 由 每 一 栏 顶 部 标示 的 双 脱 氧 核 车 酸 终止 测序 
反应 而 产生 。 从 下 往 上 读 胶 可 以 得 出 5 ~>3 的 序列 。 
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用 乌 枪法 测定 一 个 细菌 基因 组 的 序列 


流感 吐血 杆菌 CH. influenzae) 是 第 一 个 完成 全 基因 组 测序 及 组 装 的 独立 生存 的 
生物 体 。 由 于 它 的 基因 组 小 而 致密 ， 仅 由 1. 8Mb 的 DNA 组 成 ， 先 选择 它 进行 测序 是 
HLA). H. influenzae 的 基因 组 被 随机 剪 切 成 很 多 随机 片段 ， 平 均 长 度 为 1kb。 这 些 
基因 组 DNA 片段 接着 被 重组 克隆 到 质粒 DNA 载体 。 从 单个 重组 DNA 菌落 中 制备 
DNA， 用 前 面 所 讨论 的 双 脱 氧 法 在 Sequenator 上 分 别 测序 。 这 个 方法 就 叫 作 “ 鸟 枪法 ” 
测序 。 人 们 挑选 随机 重组 DNA 菌落 ， 对 其 处 理 后 进行 测序 。 为 了 保证 基因 组 中 的 每 个 
核 芽 酸 都 能 在 最 后 的 基因 组 组 装 中 出 现 ， 人 们 对 30 000~40 000 个 不 同 的 重组 克隆 进行 
TWF, FET AA 20Mb 的 原始 基因 组 序列 (通常 一 个 反应 产生 600bp 的 序列 ， 
600bp X 33 000 不 同 的 克隆 == 共 约 20Mb DNA 序列 ) 。 这 就 叫做 10X 序 列 覆 善 度 (10x 
sequence coverage) 。 理 论 上 说 ， 基 因 组 中 的 每 个 核 苷 酸 都 被 测 了 10 ve. 

这 个 方法 可 能 看 起 来 很 繁重 ,但 与 最 初 设想 的 技术 相 比 ， 它 既 快 速 ， 花 费 也 少 。 旦 
期 的 测序 策略 要 求 对 细菌 染色 体 物理 图 上 的 每 一 个 特定 的 限制 性 DNA 片段 进行 系统 测 
序 。 这 个 步骤 的 不 足 之 处 是 大 多 数 已 知 的 限制 片段 比 单个 反应 所 能 检测 的 DNA 序列 要 
大 。 因 此 为 了 得 到 基因 组 任 一 特定 区 域 的 完整 序列 ， 人 们 需要 进行 更 多 次 的 内 切 酶 消 
化 、 作 图 和 测序 。 这 些 额 外 的 克隆 和 限制 酶 作 图 步骤 比 随 机 DNA 片段 的 重复 自动 测序 
耗 时 要 多 得 多 。 换 句 话说， 用 计算 机 组 装 随机 DNA 序列 要 比 对 横 跨 细菌 染色 体 的 整套 
限制 酶 酶 切片 段 进行 克隆 和 测序 要 快 得 多 。 

将 大 约 30 000 条 随机 基因 组 DNA 片段 序列 的 读 长 输入 到 计算 机 中 ， 使 用 不 同 的 程 
FX EER DNA 序列 进行 组 装 。 这 个 过 程 的 基本 思想 与 填 字 谜 的 组 装 相似 。 其 中 已 知 
的 单词 对 未 知 的 相 邻 重 友 单 词 提供 线索 。 根 据 匹配 序列 ， 随 机 DNA 片段 可 以 组 装 在 一 
起 。 短 的 DNA 序列 的 组 装 最 终 能 生成 一 个 连续 的 组 装 体 ， 也 叫 秋 连 群 ( 见 本 音 的 后 面 
部 分 图 21-17). 


乌 枪 法 使 大 基因 组 序列 的 部 分 组 装 成 为 可 能 


从 我 们 前 面 的 讨论 中 我 们 知道 600bp 的 短 DNA 片段 的 测序 极其 快速 、 高 效 。 实 际 
上 ,日 动 测序 仪 的 效率 远 远 超过 了 我 们 组 装 和 注释 原始 DNA 序列 的 能 力 。 换 句 话说 ， 
复 洒 基因 组 ， 如 人 类 基因 组 的 全 基因 组 测序 的 限 速 步骤 是 数据 的 分 析 ， 而 不 是 数据 的 生 
广 本 身 。 随 着 测序 方法 变 得 更 加 快速 有 效 ， 这 一 问题 变 得 愈加 严重 。 现 在 运用 自动 机 器 
跑 一 次 即 可 产生 10 亿 碱 基 对 (gigabase pair) 的 DNA 序列 信息 ( 见 下 文 “向 1000 美 
元 测定 人 类 基因 组 迈进 ”部 分 )。 现 在 我 们 讨论 如 何 改 进 测定 H. influenzae 的 全 基因 
组 序列 所 用 的 鸟 枪 法 ， 以 便 用 于 更 大 、 更 复杂 的 动物 基因 组 的 测序 

人 类 染色 体 平均 由 150Mb 长 的 DNA 组 成 。 因 此 ， 一 个 典型 测序 反应 所 产生 的 
600bp 的 DNA 序列 只 是 一 个 典型 的 人 类 染色 体 的 0.0004%。 所 以 ， 为 了 测定 染色 体 的 
全 部 序列 ， 我 们 有 必要 得 到 大 量 DNA 短片 段 的 测序 结果 (图 21-16)。 为 了 实现 这 一 目 
标 ， 需 要 从 组 成 人 类 基因 组 的 23 条 染色 体 中 制备 DNA， 并 加 压 通过 细 针 头 将 它 分 解 成 
小 厂 段 。 由 单个 染色 体 获得 的 小 片段 集群 随后 被 分 成 池 (pool)。 通 常 ， 对 于 不 同 大 小 
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MWA Ee, a lkb, 5kb 或 100kb 长 的 片段 要 构建 2 一 3 个 DNA 池 。 按 照 前 面 所 述 的 方 
法 ， 这 些 片段 被 随机 克隆 到 细菌 质粒 中 而 制 成 文库 。 


图 21-16 全 基因 组 文库 的 构建 和 测序 策略 。 基 因 组 DNA 短片 段 的 鸟 枪法 测序 后 ， 要 构建 蚕 连 群 。 如 文中 所 
述 ， 三 连 群 的 延伸 可 以 利用 5kb 和 100kb 等 大 的 插入 片段 的 末端 测序 来 完成 。( 来 源 : Hartwell L. et αἰ. 2003. 
Genetics: From genes to genomes, 2nd edition, Fig. 10-13. Copyright © 2003 McGraw-Hill Companies, Inc. 


Used with permission. ) 


可 以 从 细菌 质粒 中 快速 分 离 含 有 人 类 基因 组 随机 序列 的 重组 DNA， 然 后 用 自动 测 
序 仪 快速 测序 。 为 了 保证 一 条 染色 体 中 的 每 个 序列 都 得 到 测定 ， 我 们 平均 需要 处 理 两 百 
万 个 随机 DNA 片段 。 按 每 个 片段 600bp 长 计算 ， 产 生 的 是 上 十 亿 个 碱 基 对 的 序列 数 
据 ， 几 乎 接近 一 个 典型 染色 体 中 DNA 含量 的 10 倍 。 就 像 前 面 细 菌 染 色 体 测序 中 所 讨 
论 的 ， 如 果 测 序 量 达到 染色 体 中 序列 的 10 倍 ， 我 们 可 以 认为 每 个 染色 体 区 段 都 得 到 了 
τα. 

制备 “ 乌 枪 法 ”重组 文库 和 进行 大 量 宛 余 的 随机 DNA 测序 看 起 来 很 不 经 济 。 然 
m, 100 台 384 道 目 动 测序 仪 几 个 星期 内 就 能 完成 一 条 人 类 染色 体 10 信和 覆盖 度 的 测序 。 
这 比 先 分 离 染 色 体 内 的 已 知 区 域 ， 再 对 一 组 前 后 重 友 的 DNA 片段 进行 测序 的 方法 快 得 
多 。 因 此 ， 人 类 基因 组 测序 的 技术 关键 是 自动 鸟 枪 法 测序 (shotgun sequencing) 并 接 
者 使 用 计算 机 组 装 不 同 片段 。 自 动 测序 仪 和 计算 机 的 联合 使 用 是 一 套 强 强 联合 ， 最 终 使 
人 类 基因 组 测序 得 以 提前 数 年 完成 。 

为 了 将 岛 枪 法 所 得 的 随机 DNA Β ΠΕΡΙ 4ῃ Ἀξ ΗΝ ΒΕ ΕΒΕ Contig), BIKA BFP, 
人 们 人 研究 开发 了 先进 的 计算 机 程序 。 含 有 相同 序列 的 短 序列 能 相互 重 羡 ， 按 重 释 序列 将 
片段 连接 可 以 形成 更 大 的 番 连 群 (图 21-17) 。 这 些 丢 连 群 的 大 小 依 所 得 到 的 序列 的 数 
量 而 定 一 一 所 得 到 的 序列 越 多 ， 释 连 群 就 越 大 ， 其 间 所 遗留 的 空隙 就 越 少 。 

单个 一连 群 通常 由 50 000 一 200 000bp 组 成 ， 仍 然 远 比 典 型 的 人 类 染色 体 要 短 。 然 
而 这 些 玲 连 群 在 分 析 致 密 基 因 组 中 十 分 有 用 。 例 如 ， 果 蝇 基 因 组 平均 每 10kb 有 一 个 基 
因 ， 因 此 一 个 标准 的 全 连 群 就 包含 了 好 几 个 连锁 基因 。 不 幸 的 是 ， 更 为 复杂 的 基因 组 中 
基因 密度 通常 要 比 这 低 得 多 。 人 类 基因 组 中 平均 每 100kb 有 一 个 基因 ， 因 此 一 个 典型 
合 连 群 通常 不 足以 包含 一 个 完整 基因 ， 更 不 用 说 一 系列 连锁 基因 了 。 接 下 来 我 们 讨论 如 
何 将 相对 较 短 的 释 连 群 组 装 成 1 一 2Mb 长 的 支架 (scaffold) 。 


核酸 。 763 。 


测序 的 和 登 连 群 2 


图 21-17 通过 测定 大 的 DNA 片段 的 末端 序列 连接 又 连 群 。 例 如 ， 一 个 随机 的 100kb 的 基因 组 DNA 片段 的 末 
ving FY HE ea Ἡ AB EE 1 匹配 的 序列 ， 而 另 一 个 末端 含 有 和 县 连 群 2 匹配 的 序列 。 我 们 就 可 以 将 这 两 个 琵 连 群 放 
在 同一 个 支架 上 。 (经 许可 ， 仿 自 Griffiths A. J. F. et al 2002. Modern Genetics, 2nd ed. Fig. 9-29b,© W. 


H. Freeman. ) 


末端 配对 法 使 大 基因 组 支架 的 组 装 成 为 可 能 


重复 DNA 的 存在 是 产生 更 大 大 连 群 的 “瓶颈 ”。 一 条 染色 体 或 一 个 基因 组 的 随机 
DNA 片段 中 由 于 含有 同一 个 DNA 重复 序列 ， 尽 管 互 不 连锁 ， 看 起 来 也 仿佛 相互 重 释 ， 
这 使 组 痰 过 程 变 得 复杂 。 配 对 末端 测序 (paired-end sequencing) 可 以 克服 这 种 困难 。 
这 种 技术 简单 多 行 ， 十 分 有 效 (图 21-18). 

除了 制备 由 DNA 短片 段 组 成 的 鸟 枪 DNA 文库 ， 还 要 制备 由 3 一 100kb 长 的 基因 组 
DNA 大 所 段 组 成 的 重组 文库 。 以 一 个 来 目 某 一 人 类 染色 体 的 DNA 样本 为 例 ， 一 部 分 
样本 用 来 制备 1kb 片段 ， 另 一 部 分 则 用 来 制备 5kb 片段 。 最 终 就 构建 了 两 个 文库 ， 一 
个 插入 片段 小 ， 男 一 个 插入 片段 大 (图 21-16). 

制备 能 在 大 的 DNA 搬入 片段 的 两 端 与 质粒 的 连接 处 退火 的 通用 引物 。 每 个 随机 插 
人 片段 末 并 一 次 测序 能 产生 600bp 序列 。 记 录 随 机 插入 片段 的 每 个 末端 序列 的 来 源 。 
一 个 末端 可 能 与 益 连 群 A 内 的 序列 匹配 ， 而 另 一 个 末端 与 至 连 群 了 内 的 序列 匹配 。 由 
于 登 连 群 A 和 了 与 同一 个 5kb 刻 段 有 共同 序列 ， 我 们 可 以 推断 它们 来 自 于 染色 体 的 同 
一 区 域 。 大 多 数 重复 DNA 序列 的 长 度 小 于 2 一 3kb， 所 以 来 自 5kb 插入 片段 的 “配对 未 
ὑπ FPN AE DA ee BS oe BE DNA FT ri Be RE 

前 述 的 方法 通常 产生 小 于 500kb WAER. A TLA Mb 以 上 长 序列 的 数据 ， 
有 必要 从 至 少 为 100kb 以 上 的 DNA 片段 中 获取 配对 末端 序列 的 数据 。 一 种 特殊 的 克隆 
载体 BAC (细菌 人 工 染色 体 ，bacterial artificial chromosome) 可 以 帮助 实现 这 一 点 。 
BAC 中 插入 的 长 片段 长 度 可 达 几 百 kb。 产 生长 序列 的 原理 和 前 述 5kb 插入 片段 一 样 。 
使 用 引物 从 BAC 插入 片段 的 两 端 获 取 600bp 的 测序 结果 ， 接 着 寻找 能 与 这 些 序列 匹配 
的 色 连 群 ， 由 于 这 些 又 连 群 含有 来 自 同一 BAC 插入 片段 的 序列 ， 我 们 可 以 将 这 些 春 连 
群 置 于 同一 支架 中 。BAC 的 使 用 能 使 多 个 鱼 连 群 组 装 在 一 个 含 几 个 Mb 的 支架 中 (图 
21-17). 
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21-18 一 个 包含 长 度 为 5kb 的 随机 基因 组 DNA 插入 片段 的 “ 鸟 枪法 测序 ”文库 。 平 板 上 每 个 
孔 含 有 一 个 不 同 的 插入 片段 。 在 每 个 基因 组 DNA 片段 的 两 个 未 端 ， 长 度 为 600bp 的 序列 被 测定 
(者 色 部 分 )。 这 些 配对 末端 序列 被 用 来 连接 不 同 的 番 连 群 。 在 本 例 中 ， 一 个 5kb 长 度 的 蓝 色 基 因 
组 DNA FRSA A AMAER B 都 匹配 。 


XÆ (scaffold) 的 平均 大 小 可 以 用 来 测度 基因 组 组 装 的 质量 。 若 支架 的 平均 大 小 
达到 1Mb 以 上 ， 可 以 认为 这 个 基因 组 的 组 装 是 高 质量 的 。 例 如 ， 河豚 鱼 基因 组 长 为 
800Mb， 其 完整 的 组 装 序 列 位 于 500 个 平均 大 小 为 1. 6Mb 的 不 同 的 支架 上 。 这 一 组 装 
已 是 以 用 于 大 多 数 分 析 ， 如 所 有 蛋白质 编码 基因 的 鉴定 。 当 2000 年 比尔 .克林顿 (Bill 
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Clinton) 和 托尼 布莱尔 (Tony Blair) 宣布 完成 人 类 基因 组 测序 时 ， 支 架 的 平均 大 小 
为 2Mb。 就 蛋白 质 编码 基因 ( 约 25 000 个 基因 ) 而 言 ， 这 足以 用 来 准确 估计 人 类 基因 
组 的 基因 组 成 。 在 过 去 的 七 年 中 ,为 了 解决 早期 装配 时 基因 组 序列 上 的 “gap”， 人 们 采 
用 了 各 种 各 样 的 方法 。 人 类 基因 组 序列 图 谱 基 本 上 已 经 实际 完成 ， 即 组 成 人 类 基因 组 的 
23 条 染色 体 上 都 是 只 由 一 个 序列 支架 组 成 。 


H 1000 美元 测定 人 类 基因 组 迈进 


最 早 的 两 个 人 类 基因 组 的 测序 工作 (一 个 来 自 于 美国 国立 卫生 研究 院 ， 另 一 个 来 自 
于 私人 企业 )， 耗 费 超过 了 3 亿美 元 。 现 在 人 们 开始 利用 纳米 技术 进行 基因 组 测序 工作 ， 
目的 是 使 测序 技术 速度 更 快 ， 操 作 更 简便 ， 并 且 便 宜 到 可 以 使 个 人 基因 组 测序 用 于 临床 
诊断 。 现 在 ， 第 一 代 高 通 量 的 纳米 技术 测序 仪 已 经 可 以 用 于 测序 方面 的 研究 。 

454 生命 科学 测序 仪 可 以 在 一 个 4h 的 反应 中 产生 将 近 400M 的 序列 信息 。 它 的 基 
本 原理 很 巧妙 。 首 先 将 短 的 DNA 片段 (基因 组 或 ctDNA 等 ) 与 微 珠 混 合 。 混 合 物 需要 
充分 称 释 ， 以 保证 一 个 DNA 分 子 只 结合 到 一 个 微 珠 上 。 然 后 ， 把 这 些 结合 了 DNA 的 
微 珠 分 散在 一 个 含有 400 000 个 孔 的 硅 板 上 每 一 个 孔 都 达到 了 皮 升 级 别 )。 因 为 尺寸 
极 小 ， 所 以 每 个 孔 只 能 容纳 一 个 微 珠 。 然 后 直接 对 微 珠 结合 的 DNA 进行 PCR 进行 ， 
使 每 一 个 DNA 分 子 得 到 扩 增 。 每 一 个 孔 扩 增产 生 后 就 会 产生 均一 的 DNA 分 子 群 ， 这 
Ee DNA 分 子 群 可 以 作为 模板 来 进行 下 一 轮 的 包括 生物 荣光 蛋白 质 和 DNA 聚合 酶 在 内 
的 DNA 合成 反应 (图 21-19)。 第 二 轮 DNA 合成 是 这 样 进行 的 ， 使 dATP. dGTP. 
dCTP, dTTP 分 别 与 硅 板 反应 ， 在 每 个 信号 读 取 峰之 间 进 行 洗 脱 循环 。 脱 氧 核糖 的 加 
入 依赖 于 模板 DNA 中 的 互补 碱 基 ， 并 且 引 起 焦 磷 酸 的 脱离 。 焦 磷酸 的 释放 促进 了 酶 促 
反应 的 发 生 ， 产 生 可 被 连接 在 计算 上 的 微 处 理 器 检测 到 的 发 光 脉 冲 。 发 光 脉 冲 可 以 指示 
出 每 一 轮 合成 反应 后 每 一 个 微 孔 内 挫 人 了 什么 样 的 核 苷 酸 ， 这 样 就 可 以 获得 所 有 
400 000 短 孔 中 所 包含 的 DNA 序列 。 核 苷 酸 持续 加 入 直到 一 个 DNA 片段 中 大 约 有 
200 一 250 个 碱 基 被 确定 。 


21-19 454 测序 装置 的 微 孔 示意 图 。 每 一 个 孔 含 有 一 个 微 珠 ， 微 珠 带 有 扩 增 的 DNA JF 
列 。 连 续 的 多 轮 测序 反应 通过 焦 磷酸 的 释放 和 光 信 和 号 来 检测 。 正 文中 有 进一步 的 方法 描述 。 
(经 许可 影印 自 Margulies M. et al. 2005. Nature 437. 376-380, Fig. 1a@ Macmillan. ) 
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利用 454 测序 技术 ,已 经 完成 了 本 书 第 一 作者 的 基因 组 序列 测定 (因为 某 些 原因 ， 
这 家 公司 似乎 对 其 他 作者 的 基因 组 没有 兴趣 ) 。 按 照 每 一 轮 反 应 100Mb 来 算 ， 完 成 沃 森 
的 基因 组 1 倍 履 盖 度 只 需要 30 个 反应 (一 台 机 器 用 2~3 周 时 间 )。 根 据 现在 的 状态 计 
算 (以 这 篇 文章 的 写作 为 准 )， 完 成 一 个 人 的 全 基因 组 测序 需 花费 大 约 10 万 美元 ,仅仅 
是 第 一 个 人 类 基因 组 测序 花费 的 一 小 部 分 。 为 了 确保 每 一 个 基因 都 能 被 覆盖 到 ， 就 需要 
提高 覆盖 的 倍数 ， 这 需要 将 费用 增加 到 五 十 万 美元 左右 。 此 外 ， 所 获得 测序 数据 并 不 能 
保证 一 个 新 基因 组 的 组 装 。 而 美国 国立 卫生 研究 院 已 完成 的 人 类 基因 组 序列 此 时 可 用 作 
模板 。454 测序 仪 所 读 到 的 所 有 200 一 250bp 的 序列 都 要 通过 与 基因 组 完成 图 的 比 对 进 
行 鉴定 ， 直 到 沃 森 的 基因 组 中 每 一 个 基因 的 多 态 性 被 鉴定 出 来 。 所 以 ， 测 定 一 个 人 的 基 
因 组 的 含义 已 经 发 生 了 变化 。 因 为 在 我 们 已 经 有 了 一 个 完成 了 的 全 基因 组 序列 的 基础 
上 ， 只 要 获得 大 量 的 短 序列 ， 就 可 以 获得 一 个 个 体 的 唯一 的 遗传 构成 综合 图 谱 。 

下 一 代 的 测序 仪 正在 接近 1000 美元 测定 一 个 基因 组 序列 的 目标 。Solexa 公司 (Hl 
在 是 Hlumina 公司 的 一 部 分 ) 开发 了 一 种 仪器 ， 该 仪器 可 以 在 一 个 反应 中 获得 4 亿 个 读 
长 为 30bp 的 序列 。 它 的 基本 原理 和 前 面 的 454 测序 仪 很 相似 。 不 同 的 是 ， 在 它 的 测序 
反应 中 单个 DNA 分 子 是 结合 在 玻 片 上 的 。 一 定 循环 次 数 的 ΡΟΝ 反应 使 每 个 DNA 分 
子 扩 增 大 约 1000 个 拷贝 。 随 后 进行 DNA 合成 反应 ， 并 通过 焦 磷酸 的 释放 来 实现 检测 。 
然而 ， 这 种 方法 有 两 个 主要 限制 ,使 其 测序 的 长 度 只 有 30 一 50bp， 而 不 是 200 一 
250bp。 第 一 ，DNA 样品 是 以 无 序 的 方式 排列 在 玻璃 板 上 的 ， 所 以 在 合成 过 程 中 对 所 
发 射 信号 的 检测 就 比较 难 ; 第 二 ，454 测序 仪 使 用 的 微 珠 扩 增 得 到 的 DNA 分 子 拷贝 数 
B/D Fe Solexa 测序 仪 扩 增 所 得 到 拷贝 数 的 10 倍 。 因 此 ， 与 454 测序 仪 相 比 ，Solexa 测 
FREA BURIA BE EE 

尽管 有 上 述 这 些 不 利 因素 ，Solexa 测序 仪 的 表现 还 是 相当 惊人 的 : 一 个 测序 反应 ， 
它 可 以 产生 超过 1Gb 的 DNA 序列 。 因 此 ， 只 需要 三 个 测序 反应 ， 就 可 以 得 到 1 τς 
度 的 人 类 基因 组 序列 ， 而 每 个 测序 反应 的 花费 只 有 3000 美元 多 一 点 。 也 就 是 说 ，1 倍 
罗 兰 度 的 人 类 基因 组 序列 花费 约 1 万 美元 。 但 是 ，Solexa 的 问题 在 于 其 读 长 很 短 ， 可 能 
不 会 产生 与 参考 基因 组 唯一 的 匹配 。 这 个 问题 在 一 定 程度 上 ， 可 以 通过 产生 更 大 覆盖 度 
(更 多 的 读 序 ) 来 克服 ， 更 重要 的 是 可 以 通过 提高 对 随机 DNA 样品 的 检测 来 提高 读 长 。 
从 技术 上 讲 ， 把 读 长 提高 到 50bp 是 可 行 的 ， 实 现 这 一 点 将 极 大 提高 测试 序列 和 装配 好 
的 标准 序列 间 比 较 的 能 力 。 


ΒΗ 


可 以 从 细胞 抽 提 物 中 纯化 特定 蛋白 质 


个 体重 白质 的 纯化 对 于 研究 它们 的 功能 来 说 是 至 关 重 要 的 。 尽 管 有 时 候 也 能 在 复杂 
混合 物 中 研究 一 个 蛋白 质 的 功能 ， 但 这 些 研究 可 能 导致 结果 难以 解释 。 例 如 ， 如 果 你 在 
生日 质 的 天 然 混 合 物 〈 如 细胞 裂解 产物 ) 中 研究 某 一 特定 DNA 聚合 酶 的 活性 ， 其 他 
DNA 肾 合 酶 和 辅助 蛋白 可 能 部 分 或 全 部 的 造成 你 所 观察 到 的 DNA 合成 活性 。 由 于 这 
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个 原因 ， 和 日 质 的 纯化 对 于 研究 它们 的 功能 来 说 是 至 关 重 要 的 。 

每 个 重 日 质 都 有 其 独特 的 特性 ， 使 每 个 蛋白 质 的 纯化 方法 各 异 。 这 一 点 与 DNA 的 
纯化 不 同 。 所 有 的 DNA 有 相同 的 螺旋 状 结构 ， 只 能 从 它们 的 精确 序列 上 加 以 区 分 。 蛋 
日 质 的 纯化 往往 利用 其 独特 的 特性 ， 包 括 大 小 、 电 荷 、 形 状 以 及 在 很 多 情况 下 运用 功能 
将 其 区 分 。 


每 一 种 蛋白 质 的 纯化 都 需要 一 种 特殊 的 分 析 方法 


为 了 纯化 一 种 重 日 质 ， 我 们 需要 针对 该 蛋白 质 的 独特 分 析 方 法 。DNA 的 纯化 几乎 
总 是 使 用 同一 种 分 析 ， 即 与 它 的 互补 序列 杂交 。 你 将 在 免疫 印迹 章节 中 了 解 到 ， 我 们 可 
以 用 相同 的 方式 用 抗体 来 检测 特定 和 蛋白质。 在 很 多 情况 下 ， 使 用 一 种 更 直接 的 检测 蛋白 
质 功能 的 方法 更 为 方便 。 例 如 ， 对 于 某 一 特定 的 DNA 结合 蛋白 来 说 ， 可 以 通过 检测 它 
与 相应 DNA 的 相互 作用 对 它 进行 分 析 〈 如 在 本 章 末 尾 “ 核 酸 -蛋白 相互 作用 ”部 分 描 
述 的 胶 迁 移 检 测 )。 同 样 ， 在 分 析 DNA 或 RNA 聚合 酶 时 ， 可 以 在 粗 提 物 中 添加 相应 的 
模板 和 放射 性 标记 的 核 苷 酸 前 体 物质 (标记 方法 与 前 述 DNA 的 标记 类 似 )。 这 种 类 型 
的 分 析 叫 作 挫 人 检测 (incorporation assay) 。 如 我 们 在 框 8-1 所 讨论 的 挫 人 检测 在 监测 催 
化 合成 大 分 子 聚合 物 ， 如 DNA, RNA 或 蛋白 质 的 许多 种 酶 的 纯化 与 功能 分 析 中 十 分 
有 用 。 


制备 含有 活性 和 蛋白质 的 细胞 抽 提 物 


几乎 所 有 人 香 日 质 纯 化 的 起 始 物质 都 是 细胞 抽 提 物 。 不 像 DNA 能 抵抗 温度 的 变化 ， 
生日 质 一 旦 从 细胞 中 释放 ， 轻 微 的 温度 波动 就 能 使 它们 变性 。 由 于 这 个 原因 ， 大 多 数 抽 
提 物 的 制备 和 和 集 晶 质 的 纯化 是 在 4C 下 进行 的 。 细 胞 抽 提 物 可 以 用 很 多 不 同 的 方法 来 制 
备 ， 我 们 可 以 用 去 污 剂 、 机 械 剪 切 力 、 低 渗 盐 离子 处 理 〈 使 细胞 吸收 水 分 而 胀 破 ) 或 压 
力 的 了 迅 速 改 变 来 裂解 细胞 。 这些 方 法 总 的 目标 都 是 弱化 和 裂解 细胞 膜 ， 使 蛋白 质 得 以 释 
Ke. AM, FEMA A (通常 使 用 咖啡 研磨 器 或 搅拌 器 ， 就 像 厨 房 中 使 用 的 那 种 ) 之 
前 ， 要 先 在 极 低温 度 下 将 细胞 冷冻 。 


柱 层 析 法 可 以 将 蛋白 质 分 离 


最 常用 的 重 白 质 纯 化 方法 是 柱 层 析 法 (column chromatography) 。 在 这 种 方法 中 ， 
重 日 质 组 经 充满 经 过 适当 修饰 的 聚 丙 烯 酰胺 或 琼脂 糖 凝 胶 小 珠子 的 玻璃 柱 而 分 流 。 层 析 
柱 分 离 重 日 质 有 很 多 方式 ， 每 种 分 离 技术 根据 的 是 蛋白 质 的 不 同 特性 。 这 里 我 们 描述 3 
种 基本 方法 ， 前 两 种 方法 分 别 根据 蛋白 质 的 电荷 或 大 小 对 它们 进行 分 离 。 图 21-20 对 这 
些 方 法 做 了 概括 。 

离子 交换 层 析 ”这 种 技术 根据 蛋白 质 的 表面 离子 电荷 的 不 同 ， 采 用 经 带 正 电荷 或 
负电 三 化 学 基 团 修饰 的 珠子 对 蛋白质 进 行 分 离 。 在 低 盐 缓冲 液 中 ， 和 珠子 相互 作用 较 弱 
的 重 日 质 〈 例 如 ， 微 带 正 电荷 的 蛋白 质 与 带 负 电荷 的 柱子 的 结合 ) GEYER. UREA 
质 和 珠子 相互 作用 较 强 ， 洗 脱 时 就 需要 更 高 的 盐 离子 浓度 。 在 两 种 情况 下 ， 盐 离子 封闭 
了 市 电 区 域 而 使 重 昌 质 从 珠子 上 洗 脱 下 来 。 由 于 每 个 蛋白 质 表 面具 有 不 同 的 电荷 量 ， 它 
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图 21-20 离子 交换 层 析 和 凝 胶 过 滤 层 析 。 如 文中 所 述 ， 这 两 种 常用 的 层 析 法 分 别 根据 蛋白 质 的 电荷 或 
大 小 对 它们 进行 分 离 。 在 这 些 方法 中 ， 玻 璃 试管 中 充满 了 珠子 ， 蛋 白质 混合 物 就 流 经 这 一 基质 。 珠 子 
的 特性 是 蛋白 质 分 离 的 基础 。a. 本 例 中 ， 离 子 交换 层 析 柱 珠子 带 负 电荷 ， 因 此 带 正 电荷 的 蛋白 质 能 与 
蕊 们 结合 而 滞留 于 柱子 上 ， 而 带 负电 荷 的 蛋白 质 流出 柱子 ， 提 高 珠子 周围 缓冲 液 的 盐 浓 度 ， 通 过 盐 离 
了 与 恒 日 质 竞 争 柱 上 的 负电 荷 而 将 与 柱子 结合 的 蛋白 质 洗 脱 ，b. 凝 胶 过 滤 珠 子 含有 液 相 空 险 ， 小 蛋白 
质 由 于 能 进入 这 些 孔 隙 而 延缓 了 流 经 柱子 的 过 程 ， 大 蛋白 质 不 能 进入 珠子 而 直接 流出 柱子 。 


们 将 在 对 应 的 特定 盐 离 子 浓度 下 依次 从 层 析 柱 上 洗 脱 下 来 。 逐 渐 增 加 洗 脱 缓冲 液 中 的 盐 
离子 浓度 ， 可 以 将 带 有 相似 电荷 的 蛋白 质 分 离 成 不 同 组 分 。 

凝 股 过 滤 层 析 这 种 技术 根据 蛋白 质 的 大 小 和 形状 来 分 离 它们 。 这 种 层 析 中 所 用 
的 珠子 没有 带电 荷 基 团 ， 但 是 含有 不 同 大 小 的 孔径 “〈 与 聚 丙烯 酰胺 或 琼脂 糖 凝 胶 中 使 
DNA 分 子 通过 的 微 孔 相似 ) 。 小 蛋白 质 能 进入 所 有 和 孔径 ， 流 经 柱子 的 距离 长 ， 洗 脱 时 间 
也 长 (换血 话说 它们 需 探索 更 多 的 空间 ); 大 蛋白 质 流 经 柱子 的 距离 短 ， 洗 脱 速 度 快 ， 

在 不 同 的 盐 离子 浓度 或 洗 脱 时 间 下 收集 每 种 柱子 的 层 析 组 分 ， 并 分 析 其 中 的 目的 蛋 
日 。 收 集 活 性 最 高 的 组 分 ， 然 后 做 进一步 的 纯化 。 

将 生日 质 混合 物 通过 许多 不 同 的 层 析 柱 ， 它 们 的 纯度 将 逐渐 提高 。 虽 然 采用 一 种 层 
析 柱 重复 分 离 含 有 目的 蛋白 (由 该 蛋白 质 的 特异 分 析 法 测定 ) 的 组 分 很 少 能 完全 纯化 那 
种 重 晶 质 ， 但 是 一 系列 的 层 析 步骤 可 以 产生 含有 许多 某 种 蛋白 质 分 子 而 极 少 其 他 蛋白 质 
分 于 的 组 分 。 例 如 ， 尽 管 有 很 多 蛋白 质 能 被 高 盐 离 子 溶液 从 带 正 电荷 的 柱子 中 洗 脱 下 来 
《这 蔡 生 日 质 带 有 高 负电 荷 )， 或 从 凝 胶 过 滤 柱 中 缓慢 洗 脱 〈 这 些 蛋 白质 分 子 相对 较 小 )， 
但 同时 满足 这 两 种 要 求 的 蛋白 质 就 为 数 不 多 了 。 


杀 和 层 析 能 使 蛋白 质 纯 化 更 加 快速 


和 人 们 通常 根据 某 一 蛋白 质 的 特性 来 更 加 快速 地 纯化 这 种 蛋白 质 。 例 如 ， 如 果 你 知道 
汞 一 重 日 质 通过 和 ΑΤΡ 结合 而 起 作用 ， 我 们 就 可 以 使 用 含有 ΑΤΡ 结合 珠子 的 层 析 柱 。 
由 于 只 有 与 ATP 结合 的 蛋白 质 能 与 层 析 柱 结合 ， 大 多 数 蛋白 质 由 于 不 能 结合 ATP 而 
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a E μμ Τ. 
直接 流出 柱子 。 通 过 加 入 含 浓 度 逐 步 提 高 的 ΑΤΡ 溶液 ， 这 些 ATP 结合 蛋白 可 进一步 
依据 其 ΑΤΡ 亲 合 力 的 大 小 而 被 分 离 〈 所 需 ΑΤΡ 浓度 越 高 ， 亲 合力 越 大 ) 这 种 纯化 方 
ΕΠΗ WER ART (affinity chromatography) , TEE Et wy PAS Cth RFA SE Βα ΒΕ ai 
(aM AR. pilin, HAARE DNA 序列 的 层 析 柱 来 纯化 DNA 结合 和 蛋白质， 或 采 
用 能 与 目的 蛋白 相互 作用 的 特定 蛋白 质 的 层 析 柱 来 纯化 目的 蛋白 。 因此 在 开始 纯化 之 
前 ， 我 们 有 必要 考虑 靶 蛋 白 的 已 和 苔 信 息 并 尽量 利用 这 些 信息 。 

Fa Te SEAVER BT CGimmunoaffinity chromatography) Fe Be ή I A — PE A 3:7 ΕΗ 
方法 。 这 一 方法 中 ， 珠 子 上 结合 了 一 种 靶 蛋 白 的 特异 性 抗体 . 理想 的 抗体 只 与 靶 蛋 白 相 
互 结合 ， 其 他 蛋白 质 都 流出 柱子 。 结 合 于 层 析 柱 的 蛋白 质 可 以 用 盐 ， DH 梯度 溶液 或 在 
东 种 情况 下 用 温和 去 污 剂 洗 脱 下 来 。 这 一 方法 的 主要 困难 在 于 抗体 经 常 与 靶 蛋 白 结 合 如 
此 紧密 以 致 只 有 将 蛋白 质变 性 才能 将 它 洗 脱 下 来 。 由 于 重 白 质变 性 通常 是 不 可 道 的 ， 以 
这 种 方式 得 到 的 蛋白 质 可 能 没有 活性 ， 因 此 不 是 很 有 用 。 

为 了 便于 蛋白质 的 纯化 ， 可 以 对 它们 做 一 些 修 饰 。 通常 包括 在 靶 蛋 白 的 起 始 (CN 
Μπ) 或 末端 (C 端 ) 添加 氨基 酸 短 序列 ， 这 些 添加 序列 或 “标签 ” 可 以 用 分 子 殉 隆 方法 
产生 。 肽 段 标签 能 赋予 修饰 蛋白 质 一 些 已 知 特性 ， 从 而 有 利于 它们 的 纯化 。 例如 ， 在 和 蛋 
日 质 的 起 始 端 或 未 端 添加 6 个 组 氨 酸 能 使 它们 与 带 有 Ni ”离子 的 层 析 柱 紧密 结合 ， 这 
一 特性 在 一 般 蛋 白质 中 并 不 常见 。 另 外 ， 和 人们 鉴定 了 能 与 任 一 蛋白 质 结 合 的 特定 表 位 
Cepitope, FY RE UAWATI ~ 个 氨基 酸 序列 )。 使 用 免疫 亲 和 层 析 和 添加 表 位 的 特异 
性 异种 抗体 可 以 纯化 被 修饰 蛋白 。 重 要 的 是 ， 这 些 抗 体 和 表 位 的 选择 要 使 它们 在 一 种 条 
件 下 能 高 亲 和 性 (如 Cas+ 离子 存在 的 情况 下 ) 地 与 层 析 柱 结合 ， 而 在 为 一 种 条 件 下 
RA Ca 离子 ) 则 容易 被 洗 脱 。 这 样 就 避免 了 使 用 能 导致 蛋白 质变 性 的 洗 脱 条 件 。 

免疫 亲 和 层 析 还 能 用 来 从 粗 提 物 中 快速 沉淀 某 一 特定 蛋白 质 ( 以 及 任 一 与 它 紧密 结 
全 的 蛋白质)。 在 这 种 情况 下 ， 通过 将 抗体 结合 于 柱 层 析 中 使 用 的 珠子 而 得 到 沉淀 。 由 
于 这 些 珠子 比较 大 ， 它 们 迅速 地 与 抗体 以 及 结合 于 抗体 的 其 他 蛋白 质 沉 到 试管 底部 、 这 
个 过 程 叫做 免疫 沉淀 (immunoprecipitation)， 用 于 从 粗 提 物 中 快速 纯化 蛋白 质 或 重 日 
质 复合 物 。 虽 然 免疫 沉淀 所 得 到 的 蛋白 质 还 不 完全 纯 ， 但 这 个 方法 能 测定 哪些 蛋白 质 或 
其 他 分 子 (如 DNA， 见 本 章 后 面 的 染色 质 免疫 沉淀 ) 与 靶 蛋 白 结 合 在 一 起 . 


用 聚 丙 炳 酰胺 凝 胶 分 离 蛋白 质 


集 日 质 既 没有 均一 的 负电 荷 ， 也 没有 均一 的 二 级 结构 。 它 们 由 20 种 不 同 的 氨基 酸 组 
成 ， 有 的 氨基 酸 不 带电 荷 ， 有 的 带 正 电荷 ， 还 有 的 带 负 电荷 (图 5-4), 。 如 我 们 在 第 5 音 中 
所 讨论 的 ， 蛋 白质 有 大 量 的 二 级 、 三 级 结构 ， 通 常 以 多 价 复合 物 的 形式 存在 (四 级 结构 )， 
然而 ， 如 果 用 强 离子 去 污 剂 十 二 烷 基 硫酸 钠 (sodium dodecylsulphate, SDS) 和 还 原 剂 ， 
如 琉 基 乙醇 处 理 蛋白 质 ， 蛋 白质 的 二 级 、 三 级 和 四 级 结构 通常 能 被 消除 。 集 日 质 一 旦 被 
SDS 包 被 就 表现 为 一 个 无 结构 的 多 聚 物 。SDS 离子 包 被 蛋白 质 的 多 肽 链 ， 使 它 携带 均一 的 
MEH. FFE, BER RE, 破坏 半 胱 氮 酸 残 基 间 形成 的 分 子 内 或 分 子 间 二 硫 键 。 在 这 
些 情 况 下 ， 和 绰 白 质 的 电泳 迁移 率 取决 于 其 多 肘 链 的 长 度 ， 电 泳 就 可 以 像 分 高 DNA 和 RNA 
混合 物 一 样 来 分 离 蛋 白质 混合 物 (图 21-21)。 电 泳 后 ， 可 以 利用 与 蛋白 质 结合 的 染色 剂 ， 
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如 考 马 期 亮 赣 (Coomassie brilliant blue) 使 和 蛋白质 显 色 。 如 果 不 用 SDS 处 理 ， 电 泳 分 离异 
日 质 不 是 根据 和 蛋 日 质 的 分 子 质量 ， 而 是 净 电 和 荷 和 等 电 点 等 特性 〈 见 下 文 )。 


+SDS 
+BME 


图 21-21 SDS 凝 胶 电 泳 。 图 示 表 明 一 个 含有 三 种 不 同 大 小 和 蛋白质 的 混合 物 (通常 需 分 
析 的 是 更 复杂 的 蛋白 质 混合 物 )， 加 入 SDS (用 红色 标记 ) 和 8- 殉 基 乙 醇 变 性 后 ， 每 一 
个 蛋白 质 都 带 有 均一 的 负电 荷 。 从 而 可 以 按 分 子 质 量 大 小 对 蛋白质 进 行 电泳 分 离 。 


抗体 能 显示 电泳 分 离 的 蛋白 质 


ΕΗ a A DNA, RNA 很 不 相同 ,但 一 种 分 离 蛋 白质 的 方法 一 一 免疫 印迹 
(immunoblotting) 的 原理 却 和 Southern, Northern 印迹 杂交 相似 ， 它 能 在 数 千 种 蛋白 
质 中 检测 并 分 离 某 种 和 蛋白质 (图 21-22) 。 事 实 上 ， 免 疫 印 迹 也 仿效 之 前 的 实验 而 叫 作 
Western 印迹 。 在 免疫 印迹 中 ， 通 过 电泳 分 开 的 和 蛋白质 被 转移 到 非特 异性 结合 的 滤 膜 
E. WR Southern 印迹 一 样 ， 和 蛋白 质 被 转移 到 膜 上 ， 和 蛋 白质 在 膜 上 的 位 置 与 它 的 凝 胶 
上 的 位 置 一 样 。 就 像 我 们 讨论 过 的 其 他 印迹 方法 一 样 ， 一旦 和 蛋白质 结 合 到 膜 上 ， 所 有 的 
非特 异性 的 结合 位 点 需要 通过 使 用 与 待 检 测 和 蛋白 质 不 相关 的 蛋白 质 溶液 进行 封闭 〈 通 常 
选择 脱脂 奶粉 来 封闭 ， 因 为 它 含 有 很 多 日 和 蛋白 )。 接 着 把 滤 膜 与 特异 性 识别 目标 蛋白 质 
的 抗体 进行 用 育 ， 抗 体 只 能 和 滤 腊 上 的 目的 蛋白 质 结 合 。 最 后 ， 抗 体 中 人 为 加 入 的 显 色 
酶 〈 或 者 加 入 能 够 与 一 抗 结合 的 二 抗 ) 使 膜 结 合 的 抗体 显影 。Southern、Northern 和 


图 21-22 ”免疫 印迹 。 电 泳 分 离 重 白质 以 后 ， 把 凝 胶 上 的 蛋白 质 相 应 的 转移 到 滤纸 上 (同样 
靠 电场 作用 ) 。 封 财 非 特异 结合 位 点 ， 在 滤纸 上 加 入 针对 目标 蛋白 质 的 抗体 。 抗 体 结合 的 位 
置 通过 加 入 与 底 物 作 用 产生 获 光 的 酶 来 检测 。 


EAM 。771 ， 


免疫 印迹 的 一 个 共同 特点 是 利用 选择 性 试剂 (selective reagent) 使 复杂 混合 物 中 的 特 
定 分 子 可 视 化 。 


E Η MA A RE Be MM ΠΠ’ 


Se A Jott BT LA ee, BE AY SE A EES PP OY De A RE ΑΕ, REA] 
的 测序 要 比 核酸 测序 复杂 得 多 。 两 种 常见 的 蛋白 质 测序 法 为 Edman 降解 法 和 随机 质谱 
法 ，Edman 降解 法 中 需 使 用 自动 蛋白 质 测序 仪 。 蛋 白质 测序 对 于 鉴定 蛋白 质 是 十 分 有 
用 的 。 而 且 ， 由 于 我 们 已 得 到 大 量 完整 或 近乎 完整 的 基因 组 序列 ， 我 们 只 要 测 得 一 小 段 
借 日 质 的 序列 ， 就 可 以 通过 寻找 匹配 的 可 读 框 来 鉴定 这 个 蛋白 质 的 编码 基因 ， 

Edman 降解 (“Edman degradation) 是 化 学 反应 ， 反 应 中 多 肽 链 的 N 端 挨 个 释放 所 
基 酸 残 基 (图 21-23)。 这 种 方法 的 关键 点 是 一 种 叫 作 茶 异 硫 氰 酸 酯 Cphenylisothiocya- 
nate, PITO) 的 化 学 试剂 能 特异 地 修饰 肽 链 的 N 端 氨基 酸 的 游离 氨基 基 团 。 用 酸 处 
理 后 ， 这 一 被 修饰 的 末端 氨基 酸 能 从 多 肽 中 切 离 ， 在 这 个 过 程 中 要 控制 反应 条 件 使 其 他 
氨基 酸 不 受 酸 的 破坏 。 通 过 分 析 高 效 液 相 色 谱 (HPLC)〉 的 洗 脱 峰 可 以 鉴定 末端 氨基 酸 
衍生 物 的 性 质 (每 种 氨基 酸 都 有 一 个 特征 性 的 滞留 时 间 )。 每 一 次 肽 链 裂解 都 能 产生 一 
个 市 有 游离 a 氨基 基 团 的 正常 Ν 端 。 因 此 ，Edman 降解 可 以 重复 很 多 个 循环 ， 从 而 揭 
不 和 集 日 质 N 端 区 段 的 序列 。 实 际 应 用 中 ， 和 蛋白 质 的 鉴定 通常 要 进行 8 一 15 轮 Edman 降 
解 。 这 些 数量 的 循环 通常 足以 特异 性 地 鉴定 一 种 蛋白 质 。 
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图 21-23 用 Edman 降解 法 进行 蛋白 质 测 序 。N 端 残 基 可 以 被 标记 ， 并 在 不 水 解 肽 链 的 其 余 氨 基 酸 的 前 提 下 切 
去 这 个 筱 标记 的 残 基 。 因 此 ， 每 一 轮 反 应 能 鉴定 多 肽 序列 中 的 一 个 残 基 。 而 这 个 残 基 代 表 肽 链 序列 中 的 下 一 个 
残 基 。 


目 动 Edman 降解 的 N 端 测序 已 被 广泛 使 用 。 然 而 ， 如 果 和 蛋白 质 的 Ν 端 已 被 化 学 修 


图 21-24 联 用 液 相 色 谱 和 MS/MS 法 分 析 蛋 白质 混合 物 的 组 分 。(a) 肽 段 混合 物 导 入 后 接 质谱 装置 
的 液 相 色谱 。(b) 部 分 肽 段 从 层 析 柱 上 洗 脱 ， 质 谱 仪 对 肽 段 进行 分 离 ， 根 据 质 荷 比 (m/z) 将 结果 
展示 。 选 择 相 关 肽 段 ( 相 邻近 的 峰之 间 的 不 同 是 由 于 肽 段 上 不 同 的 原子 同位 素 造成 的 ) 进行 片段 化 
并 对 所 得 的 肽 链 片段 用 二 级 质谱 进行 分 析 。(c) 片段 化 后 产生 的 不 同 的 断 点 的 图 示 。 可 能 产生 的 小 
片段 多 肽 包括 bik CSET BO. 、y 肽 〈 羧 基 末 端 片段 ) a 肽 〈 最 短 的 氨基 末端 片段 ) (ἀ) 将 
观察 到 的 图 谱 与 所 有 可 能 的 理论 图 谱 〈 根 据 来 自生 物 的 蛋白 质 序 列 ) 进行 比 对 ， 理 论 图 谱 由 分 离 此 
熏 日 质 群 的 生物 体 中 编码 这 些 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 生成 。 一 般 来 说 ， 只 有 很 少 的 一 部 分 肽 段 可 以 精 
确 鉴定 。 例 如 ， 蜡 亮 氨 酸 和 亮 氨 酸 的 分 子 质量 相同 。 然 而 ， 只 要 有 3 或 4 个 准确 鉴定 的 肽 段 ， 就 足 
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饰 〈 如 被 甲 酰 化 或 乙酰 化 ) ， 测 序 就 比较 困难 。 这 种 化 学 修饰 所 导致 的 封闭 可 能 在 体内 
发 生 ， 也 可 能 在 和 蛋白 质 分 离 过 程 中 产生 。 当 和 蛋白质 的 N 端 被 封闭 时 ， 通 常用 蛋白 水 解 
酶 消化 ， 骏 露出 蛋白 质 的 内 部 序列 再 进行 测序 。 

随机 质谱 法 (tandem mass spectrometry, MS/MS) 也 能 用 来 进行 蛋白 质 的 测序 。 
它 能 非常 准确 地 测定 微量 样品 的 质量 。 其 基本 原理 是 物质 在 (真空 ) 仪器 中 的 行进 与 它 
的 人 千 质 比 密切 相关 。 对 于 小 的 生物 大 分 子 如 肽 段 和 小 蛋白 质 来 说 ， 所 测 得 的 分 子 质量 能 
精确 到 一 个 道 尔 顿 。 

用 MS/MS 进行 蛋 白质 测序 前 ， 我 们 通常 用 特异 性 蛋白 水 解 酶 ， 如 胰 蛋 白 酶 ， 将 目 
的 重 日 消化 成 小 肽 段 (一 般 小 于 20 个 氨基 酸 )。 质 谱 分 析 时 肽 段 混合 物 中 的 各 个 肽 段 由 
于 倚 质 比 不 同 ， 能 相互 区 分 开 来 。 将 如 此 分 离 到 的 单个 肽 段 打 碎 成 其 组 成 肽 段 ， 对 这 些 
组 成 肽 段 进 行 测序 (图 21-24) 。 运 用 反 卷 积 法 分 析 这 些 序列 数据 能 清楚 地 反应 原始 肽 段 
的 序列 。 和 Edman 降 解 一 样 ， 我 们 只 要 得 到 某 种 蛋白 质 的 约 15 个 氨基 酸 长 的 肽 段 序 列 ， 
束 能 通过 比较 实测 氨基 酸 序 列 和 经 DNA 序列 预测 到 的 氨基 酸 序列 而 鉴定 这 种 蛋白 质 。 

MS/MS 使 蛋 日 质 测序 和 鉴定 有 了 革命 性 的 突破 。 它 的 特点 是 只 需 使 用 极其 微量 的 
样品 ， 并 能 对 复杂 混合 物 中 的 各 种 蛋白 质 同时 进行 分 析 。 


SARAF 


在 全 基因 组 水 平 对 基因 表达 的 测定 为 细胞 活性 状态 提供 了 一 个 快照 。 但 是 这 种 方式 
不 能 检测 其 他 重要 的 调控 水 平 。 实 际 上 ， 基 因 的 转录 水 平 所 能 提供 的 信息 只 能 大 致 的 反 
映 编码 重 日 质 表 达 水 平 。 如 果 mRNA 寿命 很 短 或 者 很 少 被 翻译 ， 那 么 即便 是 高 度 表达 
的 mRNA 也 只 能 产生 少量 的 蛋白 质 。 另 外， 很 多 和 蛋白质 是 通过 翻译 后 修饰 的 方式 显著 
地 影响 目 身 的 活性 ， 转 录 谱 所 提供 的 数据 则 根本 不 具备 反映 这 种 调节 水 平 的 功能 。 

全 基因 组 序列 的 获得 及 高 通 量 的 蛋白 质 分 离 、 鉴 定 方法 的 研究 引入 了 蛋白质 组 学 领 
域 。 重 日 质 组 学 的 研究 目标 是 鉴别 特定 条 件 下 细胞 或 组 织 产 生 的 所 有 和 蛋白质 (也 就 是 蛋 
日 质 组 )， 包 括 全 套 蛋 白质 的 相对 丰 度 、 修 饰 以 及 与 之 相互 作用 的 和 蛋白质。 鉴于 芯片 使 
企 全 基因 组 水 平 研究 转录 谱 或 DNA 含量 研究 成 为 可 能 ， 蛋 白质 组 学 的 研究 方法 则 着 力 
于 获得 细胞 内 的 所 有 和 蛋白质 情 况 的 类 似 快照 。 


联合 使 用 液 相 色谱 和 质谱 鉴定 复杂 提取 物 中 的 蛋白 质 


联合 使 用 液 相 色谱 和 质谱 〈 在 本 章 前 面 的 段落 中 已 作 过 介绍 ) ， 对 鉴定 复合 体系 中 
(如 细胞 粗 提 物 ) 的 所 有 蛋白质 是 一 种 有 效 的 方法 。 理 论 上 讲 ， 人 们 可 直接 使 用 质谱 技 
术 分 析出 细胞 提取 物 中 的 所 有 和 蛋 白质， 但 实际 上 却 很 难 做 到 ， 这 是 由 于 提取 物 中 数目 巨 
大 的 和 蛋 日 质 产 生 的 肽 段 超出 可 解析 的 能 力 。 所 以 研究 者 们 发 展 了 有 效 的 方法 ， 在 进行 质 
谐 分 析 之 前 ， 先 通过 两 类 液 相 色谱 将 肽 段 分 离 (LCMS, KI 21-25)。 在 这 种 方法 中 ， 
首先 用 序列 特异 性 的 和 蛋白酶 对 细胞 粗 提 物 进行 消化 (如 胰 蛋 白 酶 ， 可 在 精 氨 酸 或 赖 氨 酸 
RAI) 生成 多 肽 链 ， 再 使 用 离子 交换 层 析 〈 肽 段 与 带电 柱 料 发 生 离 子 相互 作 用 分 
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H 21-25 ”在 液 相 色谱 分 离 后 进行 
质谱 分 析 来 分 离 蛋 白质 。 这 种 方法 
的 步骤 如 图 所 示 ， 并 在 文中 有 详细 
记述 。 


离 ) 和 反 相 层 析 〈 肽 段 与 柱 料 的 疏水 相互 作用 分 离 ) 将 所 
得 到 的 多 肽 进行 分 离 。 这 一 步骤 使 复杂 的 初始 混合 物 简化 
为 组 分 简单 、 容 易 区 分 和 测序 的 二 组 混合 物 。 接 着 对 这 些 
二 级 混合 物 进 行 串联 质谱 分 析 (MS/MS， 前 文 已 作 讨 论 ) 
鉴定 多 肽 群 中 尽 可 能 多 的 肽 段 。 最 后 ， 在 获得 所 研究 生物 
体 完 整 基因 组 序列 和 质谱 分 析 得 到 的 多 肽 序列 的 情况 下 ， 
用 生物 信息 学 手段 将 每 个 多 肽 与 基因 组 中 蛋白 质 编码 序列 
(基因 ) 对 应 起 来 。 

在 实际 操作 中 ， 这 种 方法 只 能 检测 复杂 体系 中 某 个 亚 
体系 的 和 蛋白质， 如 从 细胞 中 分 离 得 到 的 蛋白 质 。 常 规 分 析 
只 能 检测 到 大 约 1000 个 不 同 的 蛋白 质 。 其 他 的 分 离 方 法 
和 质谱 仪 灵敏 度 的 提高 ， 将 来 会 进一步 提高 蛋白 质谱 的 完 
整 性 。 对 鉴别 细胞 中 蛋白 质 的 存在 情况 来 说 ，LC-MS 分 析 
非常 有 效 ， 但 目前 用 此 方法 确定 蛋白 质 的 相对 丰 度 还 是 比 
较 困 难 的 。 为 了 解决 这 个 问题 ， 人 们 正在 研发 丰 度 定量 的 
技术 并 已 在 某 些 情况 下 进行 运用 。 


通过 和 蛋白质 组 学 比较 鉴定 细胞 间 的 差异 


里 然 和 鉴定 出 细胞 中 的 全 部 蛋白 质 具 有 深远 的 意义 ,但 
在 多 数 情况 下， 知道 两 个 不 同 细胞 型 之 间 蛋 白质 表达 差 
开 ， 或 者 同一 细胞 型 在 不 同 生长 条 件 下 的 蛋白 质 表 达 差 
开 ， 实 际 上 是 更 有 意义 的 。 通 过 确定 特定 生理 状态 下 的 蛋 
日 质 组 ， 就 能 够 找到 蛋白质 表 达 水 平 的 差异 ， 进 而 确定 那 
旦 可 能 造成 不 同 细胞 差异 的 蛋白 质 ， 为 进一步 的 研究 提供 
有 价值 的 候选 蛋白 质 。 

通过 对 不 同 瘤 细 胞 的 分 析 ， 可 以 了 解 比 较 蛋 白质 组 学 
的 价值 。 我 们 经 常 发 现 ， 虽 然 不 同 患 者 具有 同一 癌症 的 生 
理 特征 ， 但 对 同一 化 疗 药物 却 表现 出 不 同 的 反应 。 通 过 比 
较 不 同 肿瘤 样本 在 蛋白 质 组 水 平 的 差异 ， 发 现 表 观 相 似 的 
细胞 在 其 所 表达 的 蛋白 质 上 产生 了 很 大 差异 。 这 些 差 异 蛋 
日 质 在 肿瘤 分 型 中 可 以 作为 有 价值 的 标记 物 。 更 重要 的 
征 ， 这 些 标记 物 可 以 为 患者 筛选 有 效 的 化 学 治疗 方法 提供 
依据 。 


质谱 技术 也 可 以 检测 蛋白 质 的 修饰 情况 


密 于 香 日 质 的 修饰 可 以 广泛 影响 其 功能 ， 研 究 人 员 也 
有余 展 了 多 种 用 于 鉴别 细胞 中 蛋白 质 修 饰 的 手段 。 特 异 的 修 
饰 作用 通常 改变 蛋白 质 的 活性 或 稳定 性 。 如 蛋白 质 的 磷酸 


核酸 -蛋白 质 相 互 作 用 。775 。 


化 经 第 被 用 于 调控 其 活性 。 磷 酸化 引起 蛋白 质 构 象 的 变化 ， 进 而 影响 功能 (如 许多 蛋白 
激酶 只 有 在 磷酸 化 状态 下 才 具 有 生物 学 活性 ) 。 另 外 ， 磷 酸 基 团 的 结合 也 会 使 蛋白 质 产 
生 新 的 重 日 质 结 合 位 点 ， 导 致 新 的 蛋白 复合 体 的 形成 。 其 他 的 蛋白 质 修 饰 还 包括 甲 基 
化 、 乙 酰 化 和 泛 素 化 。 泛 素 化 是 蛋白 质 的 赖 氨 酸 残 基 和 一 个 包含 76 个 氨基 酸 残 基 的 泛 
系 重 日 通过 类 肽 键 连接 。 一 个 蛋白 质 被 多 个 泛 素 蛋白 质 修饰 ， 将 触发 蛋白 质 的 降解 。 

每 一 种 修饰 作用 都 会 使 蛋白 质 的 分 子 量 发 生 不 同 的 变化 。 这 种 变化 可 以 用 质谱 检 
测 ， 并 发 展 出 检测 细胞 中 只 带 有 某 种 特定 修饰 的 蛋白 质谱 的 方法 。 例 如 ， 细 胞 内 所 有 的 
RBIS ALA “RRA MA”. BABY HAS CREAR EAA 
发 生 特 定 修 饰 的 蛋白 质 结合 的 亲 和 树 脂 。 例 如 ， 舍 有 固定 化 三 价 铁 离子 (Fet) 的 树 
脂 〈 也 称 固定 化 金属 亲 和 层 析 CMAC) 可 以 特异 性 结合 磷酸 化 肽 段 ， 细 胞 粗 提 物 中 
的 肽 段 混合 物 可 以 与 它 共 同 孵 育 ， 使 磷酸 化 肽 段 富 集 。 得 到 的 肽 段 就 可 以 借助 LC-MS 
方法 进行 重 白 质 磷酸 化 和 磷酸 化 位 点 分 析 。 所 获得 的 信息 对 测定 激酶 修饰 蛋白 质 和 制备 
不 能 修饰 的 激酶 突变 体 以 检测 修饰 的 重要 性 是 非常 重要 的 。 


蛋 日 质 -蛋白 质 相互 作用 可 以 产生 蛋白 质 功能 的 信息 


集 日 质 组 学 也 包括 细胞 中 蛋白 质 的 相互 作用 ， 我们 称 其 为 互 作 组 (interactomes)。 
一 个 细胞 中 完整 的 互 作 组 应 该 反映 细胞 中 所 有 的 蛋白 质 相互 作用 。 在 整个 互 作 组 中 ， 一 
般 认 为 主要 是 蛋白 质 之 间 的 关联 在 起 作用 。 通 过 这 样 的 相互 作用 ， 我 们 可 以 推测 出 一 个 
生日 质 在 怎样 的 细胞 内 代谢 过 程 中 起 作用 。 同 一 个 蛋白 复合 体 中 的 蛋白 质 几 乎 总 是 在 同 
一 个 细胞 代谢 过 程 中 出 现 。 

畏 母 双 杂 实验 是 一 种 鉴定 蛋白 质 相 互 作用 的 方法 ( 框 17-1) ， 这 项 技术 把 感 兴 趣 的 
生日 质 作 为 “诱饵 ”， 而 在 待 检测 的 蛋白 质 库 中 可 能 存在 被 捕捉 的 “猎物 ”。 另 一 种 方法 
和 证， 用 杀 和 树脂 或 免疫 共 沉 淀 对 目的 蛋白 及 相关 和 蛋白质 进 行 快速 纯化 。 可 以 通过 LS 
MS 方法 在 得 到 的 有恒 白质 混合 物种 鉴定 相关 蛋白质 。 在 一 个 细胞 所 有 和 蛋白 质 中 重复 进行 
这 样 的 鉴定 ， 就 会 得 到 这 个 细胞 中 和 蛋白质 之 间 的 互 作 图 。 

第 二 种 方法 已 经 在 酿酒 酵母 中 得 到 了 应 用 。 通 过 亲 和 层 析 已 经 纯化 了 6000 多 个 酵 
母 重 日 质 〈 每 一 个 蛋白 质 对 应 的 基因 都 进行 了 遗传 改造 ， 或 者 将 一 个 标签 融合 在 C 端 ， 
该 标签 可 以 和 两 种 亲 和 树 脂 结合 ) ， 用 质谱 鉴定 与 标签 蛋白 质 共 同 纯化 的 结合 蛋白 质 。 
通过 对 这 些 数 据 的 分 析 ， 鉴 定 了 数 百 个 酵母 蛋白 复合 体 ， 虽 然 这 些 复 合体 有 许多 是 已 知 
的 ， 但 也 有 一 些 是 新 发 现 的 。 这 项 研究 的 有 效 性 ， 可 以 通过 对 已 知 的 蛋白 质 复合 体 的 检 
测 进行 验证 〈 如 RNA RAM Π; 图 21-26). 


核酸 - 息 日 质 相互 作用 


下 面 我 们 把 关注 的 重点 放 到 研究 核酸 和 和 蛋白质 相互 作用 的 各 种 方法 上 。 他 们 之 间 的 
相互 作用 对 决定 本 书 所 描述 的 许多 事件 的 特异 性 和 精确 性 来 说 ， 都 至 关 重 要 。 在 转录 、 
m 2H. DNA 复制 、DNA 修复 、mRNA 前 切 或 翻译 中 ， 介 导 这 些 事件 的 蛋白 质 必须 识 
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图 21-26 ”酿酒 酵母 的 物理 互 作 图 。 图 中 所 示 利 用 亲 和 纯 化 /质谱 研究 酿酒 酵母 中 所 有 
重 日 质 后 ， 得 到 的 分 析 结 果 。 全 图 由 一 系列 的 框图 构成 ， 这 些 框图 是 指 能 和 给 定 蛋 和 白 
质 共 沉 泻 的 和 蛋白质。 如 果 一 个 蛋白 质 可 以 和 标记 蛋白 质 共 沉 淀 ， 框 用 黄色 标记 ， 如 果 
不 能 发 生 共 沉淀 ， 框 就 是 黑色 的 。 此 图 中 ， 同 一 个 蛋白 复合 体 中 的 蛋白 质 会 在 纵 轴 和 
使 灿 上 表现 出 成 能 聚 类 现象 ; 因此 ， 复 合体 都 出 现在 对 角 线 上 。 在 这 幅 图 中 ， 只 有 部 
TE ARR A 〈 很 多 复合 体 在 本 书 的 其 他 部 分 已 做 探讨 ) 被 展示 出 来 。 框 内 的 区 域 
古 像 在 第 五 部 分 第 一 项 的 第 一 张 图 一 样 被 放大 展示 的 。 (经 许可 影印 自 Collins 5. R. et 
al, 2007. Mol. Cell. Protem. 6; 439-450, Fig. 3b.© American Society for Biochemistry 
and Molecular Biology. ) 


别 核酸 结构 或 者 序列 ， 才 能 确保 生命 活动 在 细胞 的 特定 时 空 发 生 ， 
基于 核酸 -和 焦 日 质 相互 作用 的 重要 性 ， 研 究 者 开发 了 多 种 有 效 的 用 于 体内 和 体外 检 
测 的 方法 。 在 接 下 来 的 部 分 ， 我 们 将 介绍 几 种 分 析 方 法 ， 并 探讨 它们 的 优势 和 不 足 。 


蛋白 质 的 结合 改变 DNA 的 电泳 迁移 速率 


正如 电泳 迁移 速率 可 以 确定 DNA, RNA 或 蛋白 质 的 相对 大 小 ， 它 也 可 以 用 于 检测 
集 日 质 -DNA 之 间 的 相互 作用 。 如 果 一 个 DNA 分 子 结合 了 蛋白质 ， 同 未 结合 蛋白 质 的 
DNA 相 比 ，DNA- 乍 日 质 复合 体 在 凝 胶 中 的 迁移 速率 变 慢 。 这 就 是 检测 特定 DNA 结合 
活动 的 理论 基础 。 一 般 的 实验 流程 为 ， 对 含有 感 兴趣 结合 位 点 的 短 DNA 片段 进行 放射 
性 标记 ， 这 样 就 可 以 通过 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 放射 自 显影 检 测 到 微量 的 样品 。 也 可 以 
使 用 获 光 标记 ， 但 是 荧光 染料 不 能 处 在 干扰 DNA 结合 的 位 置 (参见 框 8-1 图 19). ΒΕ 
下 来 ， 以 标记 DNA 为 探 针 与 待 测 蛋 白质 混合 ， 使 用 非 变性 凝 胶 电 沪 分离。 如 果 发 生 结 
合 ， 则 蛋白质 -DNA 复合 体 的 迁移 速度 就 比较 慢 ， 标 记 DNA 在 凝 胶 上 的 位 置 会 发 生变 
化 (图 21-27) 。 这 就 是 电泳 迁移 改变 检测 (EMSA) ， 或 者 更 简单 地 说 成 是 条 带 或 凝 胶 
迁移 检测 。 我 们 虽然 只 介绍 了 用 EMSA 检测 蛋白 质 和 双 链 DNA 的 相互 作用 ，EMSA 
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也 可 以 用 于 检测 蛋白 质 与 单 链 DNA 或 者 RNA 的 结合 情况 。 


DNA Fr Βὲ 


图 21-27. ”电泳 位 移 分 析 。 位 移 分 析 的 基本 原理 见 示 意图 。 蛋 白质 与 放射 性 标 
记 的 DNA 探 针 混合 ，DNA 探 针 具有 该 蛋白 质 的 结合 位 点 。 BRE ΤΗΕ Ἐξ ΠΣ HE, 
泳 分 离 混合 物 ， 再 通过 放射 自 显影 显 色 。 没 有 结合 蛋白 质 的 DNA EXER EE 
现 一 条 带 ， 与 DNA 片段 的 大 小 对 应 (AKI. 。 混 合 物 中 ， 由 于 只 有 一 部 分 
DNA 分子 〈 不 是 所 有 的 都 与 蛋白 质 结合 ) 结合 蛋白 质 分 子 ， 所 以 右边 泳 道 出 现 
两 条 带 ， 一 条 对 应 未 结合 蛋白 质 的 分 子 ， 另 一 条 对 应 与 蛋白 质 结 合 的 分 子 ， 


EMSA 也 可 以 检测 多 个 和 蛋白质 和 同一 个 DNA 的 结合 。 这 些 相互 作用 可 能 都 是 由 于 
序列 特异 的 DNA 结合 造成 的 。 或 者 是 ， 在 一 个 DNA 序列 特异 的 结合 发 生 后 ， 另 一 个 
重 日 质 可 以 同 第 一 个 DNA 结合 蛋白 质 结合 。 不 管 在 什么 情况 ， 只 要 有 新 的 和 蛋白质 结合 
ΕΔ» DNA 的 凝 胶 迁 移 速 度 都 会 进一步 降低 。EMSA 是 一 种 有 力 的 工具 ， 它 可 以 鉴定 
一 系列 重 日 质 是 如 何 独立 地 与 同一 个 DNA 相互 作用 的 。 蛋 白质 分 子 质 量 不 同 ， 影响 
DNA 迁移 速率 的 效果 也 不 同 〈 和 蛋白 质 分 子 质量 越 大 ， 迁 移 速 率 较 慢 ) ， 所 以 不 同 蛋白 质 
结合 同一 种 DNA 分 子 也 是 可 以 区 分 的 。 如 果 不 同 的 蛋白 质 的 结合 产生 相同 的 迁移 ， 我 
们 可 以 采用 另外 的 方法 确定 哪 一 个 蛋白 质 发 生 了 结合 。 当 蛋白 质 与 DNA 结合 时 ， EH 
质 对 应 的 抗体 的 加 入 可 引起 超 迁 移 作 用 。 因 此 ， 通 过 加 入 可 能 与 DNA 结合 下 蛋白 质 抗 
体 ， 可 鉴定 在 这 一 DNA- 和 蛋白 复 合体 中 是 否 存 在 这 一 蛋白 质 。 

EMSA 的 矶 点 在 于 无 法 确定 DNA 片段 中 与 蛋白 质 特定 结合 的 核酸 序列 。 两 种 办 法 
可 以 解决 这 个 问题 。 第 一 种 方法 是 在 结合 探 针 DNA 之 前 ， 用 一 些 短 的 双 链 DNA AR 
区 与 重 日 质 共 同 孵育 ， 如 果 寡 聚 物 中 存在 待 测 蛋白 质 的 结合 位 点 ， 那 么 及 育 后 ， 蛋 白质 
就 不 会 与 探 针 DNA 结合 。 另 一 种 方法 是 应 用 定点 突 改变 探 针 DNA 序列 ， 从 而 推测 出 
它 对 重 日 质 结合 的 影响 。 这 些 方法 可 以 在 蛋白 质 结 合 位 点 未 知 的 情况 下 进行 ， 在 多 数 情 
志 下 ， 加 入 寡 聚 物 或 改造 探 针 DNA 的 序列 对 简化 待 测序 列 的 选择 是 很 有 帮助 的 . 
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蛋白 质 的 结合 可 以 保护 DNA 不 被 核酸 酶 降解 或 化 学 修饰 


如 何 更 加 快捷 地 确定 DNA 序列 中 的 蛋白质 结 合 位 点 ， 如 操纵 子 位 点 ?已 经 有 一 系 
列 的 手段 可 用 来 确定 结合 位 点 ， 以 及 确定 蛋 日 质 相 关联 的 化 学 修饰 位 点 PEM, eae 
化 或 者 磷酸 化 ) 。 这 些 方法 的 基本 原理 如 下 : 如 果 一 个 DNA 分 子 只 在 其 每 股 单 链 的 末 
病 标 记 一 个 同位 素 ， 那 么 单 链 上 从 任何 位 置 断 开 ， 就 会 使 被 标记 片段 分 子 质 量 发 生 不 同 
程度 的 减 小 。 通 过 高 分 辨 力 变 性 聚 央 烯 酰 胺 凝 肌 电泳， 以 及 检测 标记 单 链 DNA 片段 可 
确定 这 些 片 段 的 大 小 。 这 就 是 通常 所 说 的 DNA 足迹 法 。 

核酸 酶 保护 足迹 法 是 这 些 方 法 中 最 和 常用 的 。 将 蛋白质 与 末端 标记 的 DNA 共同 孵育 
后 ， 产 物 直 接 与 DNA 酶 反应 (常用 DNase T ， 它 可 以 切割 双 链 DNA 中 的 一 条 链 )。 
DNA 序列 上 存在 的 酶 切 位 点 由 于 和 蛋 日 质 的 结合 被 保护 起 来 ,不 能 被 切 开 (图 21-28). 
所 得 的 “足迹 ”显现 的 就 是 特定 大 小 条 市 的 缺失 。 与 此 相关 的 化 学 保护 足迹 法 则 是 基于 
绪 合 的 重 日 质 可 以 保护 结合 位 点 处 的 碱 基 ， 使 之 不 受 碱 基 特 异 的 化 学 试剂 的 影响 ， 这 些 
试剂 〈 在 进一步 反应 后 ) 能 导致 核酸 骨架 的 断裂 。 在 两 种 方法 中 ， 重 要 的 是 要 保持 核酸 
酶 切割 位 点 或 者 化 学 修饰 位 点 数目 大 约 为 每 个 DNA 探 针 一 个 。 这 是 因为 只 有 那些 距离 
标记 DNA 末端 最 近 的 酶 切 位 点 可 以 被 凝 胶 电 泳 和 标记 DNA 检测 到 。 

改变 足迹 法 实验 的 前 两 步 的 顺序 ， 建 立 了 第 三 种 方法 一 一 化 学 干扰 足迹 法 。 这 种 
方法 可 以 确定 什么 样 的 DNA 结构 对 蛋白 质 结合 是 必要 的 。 在 与 蛋白 质 财 育 之 前 ， 对 
每 一 个 DNA 分 子 进行 化 学 改造 。 改 造 后 的 DNA 分 子 与 DNA 结合 蛋白 质 孵 育 ， 然 
后 分 离 DNA- 和 蛋白 质 复 合体 。 从 总 DNA 中 将 结合 了 蛋白质 的 DNA 片段 分 离 最 常用 
的 方法 是 EMSA, Æ EMSA 凝 胶 中 检测 标记 DNA, 很 容易 区 分 迁移 发 生变 化 〈 结 
合 ) 和 没有 发 生变 化 (READ 的 DNA。 如 果 某 一 个 位 点 的 修饰 不 能 阻止 蛋白 质 
的 结合 ， 那 么 从 复合 体 中 分 离 得 到 的 DNA 就 带 有 那样 的 人 修饰。 反之， 如 果 修 饰 阻 
ILS HARASS DNA， 在 蛋白 质 结合 样品 不 会 找到 在 那个 位 点 被 修饰 的 DNA。 就 
像 化 学 保护 分 析 方 法 一 样 ， 也 可 以 用 试剂 切 开 DNA 的 化 学 修饰 位 点 ， 来 确定 化 学 
修饰 位 点 。 

用 于 化 学 修饰 的 试剂 可 以 非常 特异 地 检测 DNA。 例 如 ， 化 学 试剂 乙 基 亚 硝 基 尿 
(ENU) 可 以 特异 地 修饰 DNA 骨架 上 的 磷酸 基 团 。 其 他 试剂 也 可 以 特异 地 修饰 DNA 
大 沟 或 小 沟 上 特定 的 碱 基 。 通 过 使 用 不 同化 学 试剂 ， 可 以 精确 了 解 特定 的 和 蛋白质 与 
DNA 核糖 - 克 酸 骨架 上 特定 碱 基 ， 或 者 磷酸 基 的 相互 作用 。 

足迹 法 是 一 种 快速 鉴定 DNA 序列 中 重 日 质 结 合 位 点 的 有 效 方法 ， 但 是 ， 该 方法 在 
分 析 中 针对 的 是 蛋白 质 与 DNA 强力 的 结合 。 总 体 来 说 ， 为 确保 DNA 足迹 法 的 有 效 性 ， 
必须 有 超过 90% 的 DNA 探 针 与 蛋白 质 结 合 。 足 迹 法 检测 的 是 信号 缺失 〈 因 为 DNA 的 
酶 切 保护 和 修饰 作用 ) ， 而 不 是 检测 新 条 带 的 产生 ， 所 以 高 水 平 的 结合 是 很 必要 的 。 这 
与 高 灵敏 度 的 EMSA 是 不 同 的 ， 在 EMSA 分 析 中 ， 如 果 和 蛋白 质 与 标记 DNA 结合 ， 会 
在 凝 胶 中 出 现 新 的 条 带 ， 如 果 没 有 结合 ， 则 没有 新 条 带 的 出 现 。 
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图 21-28 核酸 酶 保护 足迹 法 。“ * ”号 表示 放射 性 标记 的 DNA 片段 未 
Mid» KKR DNase 酶 切 位 点 ， 红 圈 表 示 Lac 抑制 因子 结合 在 操纵 子 上 。 
左 侧 ，DNase 随机 切割 DNA 后 ， 根 据 大 小 通过 电泳 分 离 。 右 侧 ，DNA 
分 子 先 结合 抑制 因子 ， 再 用 DNase 处 理 。“ 足 迹 ”左右 侧 泳 道中 显示 出 
来 。 这 些 条 带 对 应 的 是 DNase 降解 的 游离 的 DNA， 而 非 结合 了 抑制 因子 
的 DNA。 在 后 一 种 情况 下 ，DNA 上 的 切割 位 点 在 操纵 子 序列 中 ， 被 抑 
MATAH, {1 DNase 不 能 发 挥 作用 。 


染色 质 免 疫 共 沉淀 检测 细胞 中 蛋白 质 与 DNA 的 关联 


BIA Π DNA 相互 作用 的 体外 分 析 ， 可 以 提供 许多 重要 信息 ， 但 确定 蛋白 质 
与 特定 DNA 是 否 在 活 细胞 中 存在 特定 关联 更 有 意义 。 对 于 特定 的 DNA 结合 蛋白 ,在 
整个 基因 组 中 会 有 许多 潜在 的 结合 位 点 。 尽 管 如 此 ， 在 很 多 情况 下 只 有 少数 位 点 能 与 蛋 
日 原 结 合 。 与 其 他 蛋白 质 的 结合 有 时 会 抑制 这 个 蛋白 质 与 潜在 DNA 结合 位 点 的 关联 。 
有 时 ， 稳 定 的 关联 还 需要 与 相 邻 蛋白 质 的 结合 。 不 管 在 什么 情况 下 ， 知 道 细胞 中 一 个 蛋 
日 奈 〈 如 转录 调控 因子 ) 是 否 与 一 个 特定 的 DNA 位 点 〈 如 特定 启动 子 区 域 ) 发 生 结 
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合 ， 都 会 为 在 这 个 位 点 发 生 调 控 事 件 〈 如 转录 激活 ) 提供 有 力 证 据 。 

染色 质 免疫 共 沉 演 ， 即 ChIP， 就 是 一 种 检测 细胞 中 和 蛋白质-DNA 相互 作用 的 常用 
手段 。 其 过 程 大 致 如 下 : 癌 活 细胞 加 入 甲醛 ， 使 DNA 和 结合 蛋白 质 以 及 与 其 他 蛋白 质 
么 密 绪 合 的 重 日 质 发 生 交 联 ， 裂 解 细胞 ， 将 DNA 断裂 成 200 一 300bp 的 片段 。 用 针对 
Aime Alt (如 转录 调控 因子 ) 特异 抗体 进行 免疫 共 沉 淀 反应 (IP)， 可 从 细胞 裂解 物 
中 将 与 重 日 质 结合 的 特定 DNA 片段 分 离 出 来 。 完 成 免疫 共 沉 淀 以 后 ， 再 解 开 DNA 和 
重 日 质 之 间 的 关联 ， 就 可 以 对 IP 下 来 的 DNA 序列 进行 分 析 。 

ChIP 技术 的 关键 环节 在 于 确定 特定 DNA 区 域 是 否 与 蛋白 质 结合 而 出 现在 沉淀 产 
物 中 。 回 答 这 个 问题 ， 可 以 有 两 种 方法 。 第 一 种 方法 是 设计 与 结合 区 域 匹 配 的 引物 进行 
PCR 反应 ， 以 检验 DNA 特定 区 域 (如 启动 子 ) 是 否 与 目的 蛋白 质 相 连 。 如 果 在 交 联 过 
程 中 集 日 质 与 DNA 相互 结合 ， 那 么 序列 就 会 出 现在 沉淀 中 ， 可 以 通过 PCR 反应 扩 增 
检测 。 这 种 方法 需要 二 个 重要 的 对 照 。 第 一 ， 设 计 针 对 其 他 的 DNA 区 域 的 PCR 引物 
(该 区 域 已 知 或 者 预计 不 能 和 目的 和 蛋白质 结合 )。 这 个 反应 中 ， 不 会 出 现 DNA 的 扩 增 
(图 21-29)。 第 二 ， 进 行 共 沉淀 之 前 ， 取 少量 总 DNA， 用 检测 引物 和 对 照 引 物 对 未 分 离 
的 DNA 样品 扩 增 。 如 果 二 种 引物 具有 相同 的 扩 增 效率 ， 针 对 二 种 靶 基 因 的 扩 增 效率 也 
应 该 相同 。 这 个 对 照 保 证 了 用 两 组 不 同 引 物 进 行 的 对 ChIPDNA 扩 增 产生 的 差异 是 由 于 
丰 度 差异 造成 的 ， 而 不 是 PCR 反应 的 效率 造成 的 。 

第 二 种 鉴定 细胞 内 DNA 与 特定 蛋白 质 结合 的 方法 是 覆 瓦 式 DNA 芯片 技术 。 在 这 
种 方法 中 ， 分 别 将 那些 与 蛋白 质 交 联 的 DNA 或 总 DNA 分 离 出 来 ， 用 两 种 不 同 的 荧光 
染料 进行 标记 (对 于 这 个 例子 ， 我 们 将 其 分 别称 为 红色 和 绿色 )。 然 后 把 这 两 种 不 同 的 
DNA 混合 ， 与 必 片 杂交 。 那 些 杂交 后 出 现 较 高 红 : 绿 比值 的 区 域 可 以 确定 为 蛋白 质 的 
结合 区 域 ， 而 低 比值 的 区 域 就 不 是 结合 区 域 。 这 种 方法 对 结合 位 点 未 知 的 序列 检测 很 有 
效 ， 而 且 能 在 这 个 基因 组 范围 内 同时 进行 检测 。 

蜂 然 必 片 扩 术 非常 有 效 ， 而 且 应 用 广泛 ， 但 我 们 应 该 对 其 在 检测 方面 的 局 限 性 有 所 
ΓΑ. HG, 5 EMSA ΛΗΛ. ChIP 的 分 辨 率 是 有 限 的 。ChIP 并 不 能 确切 了 解 与 蛋白 
质 相 互 作用 的 特定 DNA 片段 ， 而 只 能 是 结合 位 点 所 在 的 200~300bp 的 序列 。 因 此 ， 
ChIP 可 以 检测 到 调控 生日 在 一 个 特定 基因 上 游 的 区 域 发 生 结合 ， 但 不 能 显示 出 在 基因 
上 游 的 具体 什么 位 置 与 蛋白 质 结 合 。 和 EMSA 一 样 ， 定 点 突变 对 确认 蛋白 质 是 否 特 
异地 绪 合 于 茶 一 位 点 是 必要 的 。 其 次 ， 只 有 那些 获得 对 应 的 抗体 目标 和 蛋白质， 才 可 
以 用 ChIP 进行 分 析 。 更 重要 的 是 ，DNA 发 生 交 联 后 (或 者 与 其 他 蛋白 质 发 生 作 用 以 
后 )， 繁 沉淀 的 蛋白 质 表 位 (抗体 识别 的 蛋白 质 特定 区 域 ， 仍 然 是 暴露 的 ， 才 能 使 用 
ChIP 检测 。 进 一 步 讲 ， 如 果 一 个 和 蛋白质 不 能 在 某 一 个 环境 或 生理 条 件 下 被 检测 到 ， 
而 在 其 他 环境 下 能 检测 到 ， 一 种 直接 的 解释 就 是 该 蛋白 质 只 有 在 环境 变化 时 ， 才 会 
与 特定 DNA 区 域 结 合 。 当 然 也 可 以 有 另外 的 解释 ， 就 是 虽然 这 个 待 测 蛋 白质 始终 与 
DNA 序列 结合 ， 但 是 其 他 结合 蛋白 质 掩 盖 了 它 的 表 位 ， 只 有 在 某 些 特 定 条 件 下 表 位 
AT 865658. 
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与 DNA 片 段 交 联 的 蛋白 质 


免疫 沉淀 
DNA- 重 白质 复合 体 


用 PCR 扩 增 DNA 


图 21-29 ”染色 质 免 疫 共 沉淀 (ChIP). 


可 用 体外 选择 鉴定 蛋白 质 的 DNA 或 RNA 结合 位 点 


随 者 越 来 越 多 DNA 结合 蛋白 被 鉴定 和 理解 ， 确 定 与 特定 序列 DNA 结合 的 蛋白 质 
的 序列 特异 基 序 (motif) (例如 ，helix-turn-helix 基 序 ) 也 相对 容易 了 。 尽 管 如 此 ， 对 
这 些 结合 恒 白 结构 域 的 了 解 还 存在 着 很 多 不 足 ， 如 何 根据 氨基 酸 一 级 结构 确定 与 什么 序 
列 的 DNA 结合 ， 依 然 难 以 回答 。 而 通常 获得 这 些 信息 对 我 们 确定 可 能 的 调控 区 以 做 进 
一 步 的 分 析 研 究 是 非常 重要 的 ，。 

如 何 鉴别 与 特定 蛋白 质 结合 的 DNA 序列 ? 体外 选择 ,或 称 SELEX (systematic 
evolution of ligands by exponential enrichment， 指 数 富 集 配 体 的 系统 进化 )， 是 目前 一 
种 有 效 的 手段 。 该 方法 利用 蛋白 质 序列 特 异性 ， 在 不 同 的 寡 聚 核 苷 酸 文 库 中 盘查 。 然后 
分 析 富 集 的 DNA， 就 能 确定 与 蛋白 质 紧 密 结合 的 DNA 序列 。 

SELEX 的 第 一 步 是 利用 DNA 化 学 合成 技术 〈 本 章 第 一 部 分 已 做 介绍 ) 合成 一 个 
巨大 的 单 链 DNA 文库 。 重 要 的 是 这 些 单 链 DNA 中 部 的 10 一 12 个 碱 基 是 随机 的 (合成 
过 程 到 达 这 些 位 点 时 加 入 所 有 四 种 核 苷 酸 前 体 的 混合 物 ) 。 随机 区 域 的 两 侧 是 特定 的 
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DNA 序列 ， 文 库 合 成 后 ， 用 短 的 与 特定 区 3 端 匹配 的 引物 进行 延伸 ， 就 能 将 随机 单 链 
DNA 文库 变 成 双 链 DNA 文库 。 

用 与 我 们 曾 讨论 过 的 类 似 方 法 ， 就 可 以 富 集 那 些 与 蛋白 质 结合 的 寡 聚 核 苷 酸 。 和 蛋白 
i SERRA RSE JM. H EMSA 法 分 离 。 在 电泳 位 置 发 生 迁 移 的 复合 体 中 ， 富 
集 着 与 蛋 日 质 紧 密 结合 的 DNA. 或 者 ， 如 果 有 待 测 蛋 白质 的 对 应 抗体 ， 可 以 使 用 与 
ChIP 类 似 的 免疫 共 沉 演 从 未 结合 DNA 中 分 离 出 蛋白 质 和 结合 的 DNA, 不 管 采取 什么 
样 的 宦 集 机 制 ， 用 PCR 就 可 以 扩 增 结合 的 DNA (ΠΕ ΈΓ᾽ ἘΠΕ πε λε ῃ [κ πὲ πὶ πὴ {1 ΞΕ 
聚 核 甘 酸 链 )。 因 为 从 文库 中 只 能 获得 很 少量 的 蛋白 质 结合 核 背 酸 ， 所 以 扩 增 是 必须 
的 。 重 复 结合 、 富 集 和 扩 增 的 步 又， 可 以 显著 富 集 与 待 测 蛋白 质 紧 密 结 合 的 核酸 序 
列 〈 图 21-30) 。 通 稼 ， 找 到 与 和 蛋白质 结合 最 紧密 的 DNA 序列 只 需 三 到 五 轮 这 样 的 
循环 。 

MERRI DNA 序列 ， 可 以 确定 蛋白 质 结合 DNA 的 序列 特异 性 。 一 般 来 说 ， 随 
机 区 域 的 DNA 序列 只 有 一 部 分 是 保守 的 ， 因 为 大 多 数 DNA 结合 蛋白 识别 不 多 于 6 或 7 
个 核 甘酸， 计算 机 分 析 通 常 被 用 来 帮助 确定 保守 区 域 的 序列 。 最 后 ， 碱 基 序 列 保守 性 可 
以 用 序列 logo 图 表示 ， 在 logo AIP, FEG, A, Cah TI K-)RAR MEE BENE 
聚 核 甘酸 序列 中 出 现 的 频率 (图 21-31). 


RBS59 RegA SELEX logo 
11 sites:Rs=19.37+/—0.68 bits 


21-30 ”体外 选择 示意 图 。 一 个 复合 的 DNA 文库 图 21-31 SELEX 序列 logo 图 。 体 外 筛选 用 于 分 离 
( 库 中 DNA 分 子 中 部 10 一 12 个 碱 基 是 随机 的 ) 与 待 测 与 翻译 抑制 蛋白 RB69 RegA 结合 的 RNA。 图 示 为 
组 日 质 结合 。 与 蛋白 质 结合 的 DNA 分 子 通过 EMSA 获得 的 序列 的 logo 图 。 字 母 高 度 与 每 个 碱 基 在 该 位 
与 未 结合 的 DNA 相 分 离 。 结 合 的 DNA 可 以 从 凝 胶 中 点 出 现 的 频率 成 正比 ， 出 现 频率 最 高 的 碱 基 在 最 上 
洗 脱 下 来 ， 用 与 随机 区 域 相 邻 的 保守 区 域 匹配 的 引物 面 .( 经 允许 影印 自 Dean T. R. et al. 2005. Virology 
进行 PCR。 经 过 二 到 五 轮 的 结合 富 集 循环 ， 最 后 确定 366: 26-36，Fig. 4a.@ Elsevier. ) 

具有 最 高 亲 和 度 的 序列 。 
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模式 生物 


分 子 生物 学 中 有 一 个 著名 的 说 法 : 基 


; 础 问题 可 以 在 最 简单 和 最 容易 获得 的 系统 
δε μμ 中 得 以 回答 。 因 此 ， 长 期 以 来 ， 分 子 生物 


学 家 把 精力 集中 在 少数 几 种 所 谓 的 模式 生 
物 上 。 其 中 ， 重 要 的 模式 生物 ， 以 复杂 程 


5 ΒΗ 度 增高 为 序 有 : 大 肠 杆菌 (Escherichia 
coli) ἨΈ EY) IME ΜΗ AST A RT PAS AND. 
醒酒 酵母 阔 体 ， 酿 酒 酵母 (Saccharomyces cerevi- 
g stae), ΤΗ: (Arabidopsis), FZ) 
1γ| 5} SF 杆 线 虫 (Caenorhabditis elegans), ΣΕ ii 
Φ ALR (Drosophila melanogaster) 和 小 FBG 
秀丽 新 小 杆 线虫 (Mus musculus), 
ο 模式 生物 的 共同 点 是 什么 呢 ? 它们 的 
T jE ΕΒ ἠδ 一 个 重要 特征 是 有 传统 遗传 学 和 分 子 遗 传 


学 的 强 有 力 工具 可 资 利用 ， 使 从 遗传 学 角 

ΝΕ 度 操作 和 研究 这 些 生 物 成 为 可 能 ; 第 二 点 

是 每 种 模式 生物 都 吸引 了 许多 研究 者 。 同 

一 种 生物 的 研究 者 之 间 共 享 观点 、 实 验方 法 、 实 验 系统 和 生物 品系 ， 会 促进 研究 的 快速 

发 展 。 

例如 ， 从 20 世纪 40 年 代 开 始 , LAM. Delruck, S. Luria 和 A. D. Hershey 为 首 

的 一 群 科 学 家 ， 每 年 夏季 都 在 纽约 冷泉 港 实验 室 (Cold Spring Harbor Laboratory) 研 

2Σ ΛΓ T 噬菌体 的 增殖 。 这 个 小 组 ， 称 为 吹 菌 体 小 组 (phage group) ， 在 创建 分 子 

生物 学 领域 时 发 挥 了 重要 作用 。 鸣 菌 体 小 组 的 许多 成 员 是 物理 学 家 ， 被 噬菌体 的 研究 所 

吸引 。 这 不 仅仅 因为 哈 菌 体 相对 简单 ， 而 且 ， 每 次 实验 可 以 研究 大 量 哈 落体， 从 而 产生 

定量 的 以 及 有 显著 的 统计 学 意义 的 结果 。 到 20 世纪 50 年 代 后 期 ， 冷 泉 港 实验 室 每 年 开 

议 一 次 只 落体 课程 ， 越 来 越 多 的 研究 者 来 学 习 这 个 新 系统 。 这 是 一 个 典型 的 实例 ， 表 明 
集中 人 研究 相同 的 模式 生物 ， 肯 定 比 分 散 研究 多 种 不 同 的 生物 的 进展 更 快 。 

选择 哪 一 种 模式 生物 取决 于 要 回答 什么 问题 。 例 如 ， 研 究 分 子 生物 学 的 基本 问题 ， 

用 简单 的 单 细 胞 生物 或 病毒 通常 更 方便 些 。 这 些 生物 可 以 快速 、 大 量 地 生长 ， 通 常 可 把 

遗传 学 和 生物 化 学 的 研究 方法 结合 起 来 ; 而 其 他 问题 ， 如 有 关 发 育 的 问题 ， 通 常 只 能 用 
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更 复杂 的 模式 生物 来 解决 。 

AA, TREE 〈 如 大 家 最 熟悉 的 成 员 ，T4) 是 一 个 解决 基因 和 信息 传递 本 质 
的 理想 系统 ; 男 一 方面 ， 因 为 有 高 效 的 适合 遗传 分 析 的 交配 系统 ， 酵 母 则 成 为 揭示 真 核 细 
胞 本 质 的 首选 系统 。 从 真菌 到 高 等 细胞 的 进化 保守 性 意味 着 在 酵母 中 的 发 现在 人 类 中 也 是 
和 贡 见 的 。 线 虫 和 果 蝇 也 提供 了 很 好 的 遗传 系统 ， 用 来 解决 那些 在 较 低 等 的 生物 中 不 能 有 效 
解决 的 问题 ， 如 发 育 和 行为 ; 还 有 一 种 模式 生物 小 鼠 ， 尽 管 它 不 如 线虫 和 果 蝇 容易 研究 ， 
但 因为 是 哺乳 动物 ， 所 以 是 了 解 人 类 生物 学 和 人 类 疾病 的 最 好 的 模式 系统 。 

本 草 将 描述 一 些 最 常用 的 实验 生物 ， 并 逐一 解释 它们 作为 模式 系统 的 主要 特性 和 优 
Ras 为 外 还 将 介绍 研究 每 种 生物 的 实验 系统 以 及 已 经 研究 的 一 些 生 物 学 问题 ， 但 不 会 对 
所 有 在 分 子 生物 学 上 有 重要 影响 的 模式 生物 进行 详细 解释 。 


[αν Fas) με 


WEA OR AIRE. J ST) 提供 了 一 个 研究 生命 基本 过 程 的 最 简单 的 系统 。 
病毒 基因 组 一 般 很 小 ， 只 在 侵入 宿主 细胞 〈 对 鸣 菌 体 而 言 ， 就 是 细菌 ) 后 才 复制 ， 所 编 
位 的 基因 才 表达 。 在 感染 过 程 中 基因 组 也 会 发 生 重 组 。 

由 于 这 个 系统 相对 简单 ， 在 分 子 生 物 学 的 早期 ， 鸣 菌 体 被 广泛 利用 一 事实 上 ， 鸣 
落体 对 分 子 生物 学 的 发 展 至 关 重 要 。 即 便 是 现在 ， 在 研究 DNA 复制 、 基 因 表 达 和 重组 
的 基本 机 制 时 ， 它 们 仍然 是 一 个 可 以 利用 的 系统 。 另 外 ， 在 重组 DNA 技术 中 (第 21 
草 )， 它 们 也 是 非常 重要 的 载体 ， 并且 经 常用 来 检测 各 种 化 合 物 引 起 突变 的 能 力 。 

只 梢 体 通常 由 一 个 基因 组 CDNA 或 RNA， 前 者 更 为 常见 ) 被 一 层 蛋白 质 亚 基 包 于 
起 来 而 组 成 。 和 蛋白 质 亚 基 形成 一 个 头 部 结构 ， 基 因 组 就 包 在 里 面 。 有些 蛋 白质 亚 基 形成 
尾部 结构 ， 尾 部 使 噬菌体 附着 于 细菌 宿主 细胞 外 面 ， 鸣 菌 体 的 基因 组 通过 尾部 注入 到 细 
胞 里 。 其 独特 性 在 于 : 每 一 种 噬菌体 只 附着 于 一 种 特定 的 细胞 表面 分 子 〈 通 常 是 一 个 蛋 
日 质 ) ， 只 有 带 有 某 种 “ 受 体 ”的 细胞 才 会 被 一 种 特定 的 鸣 菌 体 所 感染 。 

RARA BA PEAKE AY REAIS (lytic) 和 温和 型 (temperate), BZU T K 
体 ， 只 进行 裂解 生长 。 如 图 22-1 所 示 ， 当 叭 菌 体感 染 一 个 细菌 细胞 ， 它 的 DNA 得 以 复 
制 ， 其 基因 组 产生 许多 拷贝 〈 多 达 几 百 个 拷贝 )， 并 且 表 达 编 码 新 的 外 壳 和 蛋白 的 基因 。 
这 些 事 件 高 度 协调 ， 以 保证 新 的 噬菌体 颗粒 在 宿主 细胞 裂解 释放 它们 之 前 构建 起 来 。 子 
代 叭 落体 又 可 以 去 感染 其 他 宿主 细胞 。 

Hina FAS IO a VAS CU A ΝΕΡΑ) 也 可 以 以 裂解 的 方式 复制 ,但 它们 还 有 另外 一 种 发 育 途 
fe, BIZ) (lysogeny) (图 22-2) 。 处 于 溶 原状 态 时 ， 喉 菌 体 基因 组 不 是 自己 复制 ， 而 是 
整合 到 细菌 的 基因 组 里 ， 并 且 外 过 蛋白 基因 不 表达 。 这 种 整合 的 抑制 状态 的 哈 菌 体 被 称 为 
JAW ΡΗ ΜΕ (prophage) 。 原 鸣 菌 体 作为 细菌 染色 体 的 一 部 分 在 细胞 分 裂 时 被 动 复制 ， 因 此 
两 个 子 细胞 都 是 溶 原 性 细菌 。 溶 原状 态 可 以 如 此 保持 几 代 ， 但 同时 也 可 以 在 任何 时 候 转 为 
牧 解 生长 。 这 种 从 溶 原 到 裂解 途径 的 转变 ， 叫 做 诱导 (induction)， 涉 及 原 哈 菌 体 DNA 从 细 
画 基 因 组 剪 切 出 来 、 复 制 以 及 用 于 制造 外 壳 蛋 白 和 调节 裂解 生长 的 基因 的 活化 (图 16-24), 
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图 22-1 噬菌体 的 有 裂解 生长 周期 。 鸣 菌 体 颗粒 附着 在 合适 的 细菌 宿主 细胞 〈 带 有 合适 的 受 体 ) 的 外 表 
面 ， 并 将 其 基因 组 注入， 通常 是 DNA 分子。 噬菌体 DNA 在 细菌 中 复制 ， 基 因 表 达 产 生 许多 新 的 噬 菌 
体 。 一 旦 子 代 鸣 菌 体 装配 为 成 熟 的 颗粒 ， 细 菌 细胞 裂解 ， 子 代 鸣 菌 体 释 放 ， 感 染 其 他 的 宿主 细胞 。 


图 22-2 噬菌体 的 溶 原 周期 。 最 初 的 感染 步骤 和 裂解 周期 的 情况 一 样 〈 图 22-1) 1 DNA 一 旦 进入 细胞 ， 就 整合 
到 细 戎 染色体 上 ， 作 为 细菌 染色 体 的 一 部 分 而 被 动 复制 。 而 且 ， 编 码 外 壳 蛋 白 的 基因 处 于 关闭 状态 。 整 合 的 叭 菌 
体 叫 原 噬菌体 。 溶 原 性 细菌 可 以 稳定 地 保持 若干 代 ， 在 合适 的 环境 下 ， 也 可 以 有 效 地 转 为 裂解 周期 。 详 见 第 16 章 。 
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培养 基 在 合适 的 细菌 宿主 里 生长 而 得 以 扩 增 。 例 如 ， 一 瓶 生长 旺盛 的 细菌 细胞 被 喉 菌 体感 
梁 。 生 长 一 段 合适 的 时 间 后 ， 细 胞 裂解 ， 留 下 透明 的 含有 喉 菌 体 颗粒 的 液体 悬浮 液 。 

Ιμπν (图 22-3) 用 来 定量 吻 菌 体 颗粒 数目 。 它 的 步骤 是 : ἹΒΘ πϑ ΒΒ ARI 
画 细 胞 ， 鸣 菌 体 吸附 于 细菌 细胞 上 并 将 DNA TEA; 然后 稀释 噬菌体 和 细菌 混合 物 ， 稀 
释 液 加 入 到 含有 更 多 (没有 被 感染 ) 的 细菌 细胞 的 “ 软 琼 脂 ” 里 ， 倒 在 培养 下 中 硬 琼 脂 
培养 基 上 。 软 琼脂 形成 一 层 果 冻 状 的 薄 层 ， 里 面 温 有 细菌 。 有 些 是 被 感染 的 ， 但 大 多 数 
不 是 。 然 后 将 平板 培养 几 个 小 时 ， 使 细菌 生长 和 鸣 菌 体感 染 得 以 进行 。 

在 接 下 来 的 培养 过 程 中 ， 软 琼脂 里 的 每 一 个 被 感染 的 细胞 (来 自 最 初 的 混合 体 ) 将 
会 裂解 。 琼 脂 的 硬度 使 子 代 哈 菌 体 扩散 ,但 扩散 不 远 ， 所 以 它们 只 感染 生长 在 其 周围 的 
细菌 细胞 。 随 后 ， 这 些 细胞 裂解 释放 更 多 的 子 代 ， 再 次 感染 相 邻 的 细胞 ， 如 此 循环 往 
Ξ, BRRR HEREA (plaque) 形成。 在 高 密度 生长 的 未 被 感染 的 细菌 细胞 组 
成 的 不 透明 的 菌 蔡 背 景 下 哈 菌 斑 呈 透明 的 圆 斑 。 这 是 因为 未 被 感染 的 细菌 细胞 在 软 琼 胎 
里 生长 成 为 高 密度 群体 ， 而 那些 位 于 每 个 最 初 感染 的 细菌 周边 的 细菌 细胞 被 杀 死 ， 留 下 
一 个 透明 的 斑 块 。 知 道 了 一 块 特定 平板 的 哈 菌 斑 数 目 ， 以 及 在 铺 平板 之 前 最 初 的 噬菌体 
的 黎 释 程度 ， 计 算 噬 菌 体 在 原液 中 的 数目 就 轻而易举 了 。 


一 步 生 长 曲线 


这 个 经 典 的 实验 揭示 了 一 个 典型 的 裂解 型 鸣 菌 体 的 生命 周期 ， 为 许多 检验 生命 周期 
的 后 续 实 验 铺 平 了 道路 。 这 个 过 程 的 基本 特征 是 对 一 群 细菌 同步 感染 并 避免 子 代 的 再 次 


| 

过 | 

se | 裂解 量 

=) 
图 22-3 Wa es SS A R.A 图 22-4 ”一步 生长 曲线 。 如 文中 所 描述 ， 一 步 生长 
裂解 型 A A AE AA BE. (经 许可 ， 影 印 自 曲线 显示 一 个 哈 菌 体 进行 一 轮 裂解 生长 所 用 的 时 
Stent G. S. 1963. Molecular biology of bacterial [Η], 以 及 每 个 被 感染 细胞 产生 的 子 代 噬菌体 数目 。 


viruses, Fig. 1. Ὁ W. H. Freeman. ) 它们 分 别 是 潜伏 期 和 裂解 量 。 
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哈 丙 体 和 细菌 细胞 混合 10min， 这 段 时 间 足 以 使 噬菌体 吸附 到 细菌 细胞 上 ， 但 对 进 
一 步 感 染 来 说 则 太 短 。 然 后 把 这 个 混合 物 稀释 (用 新 鲜 的 培养 液 ) 10 000 倍 。 这 个 稀 
释 度 保证 只 有 那些 最 初 就 结合 哈 菌 体 的 细胞 才能 形成 感染 群体 ， 同 时 ， 保 证 产生 的 子 代 
[4 μὴ AS AN FE Re Fog EA AL 

黎 释 的 感染 细胞 群 随 后 进行 培养 使 感染 过 程 继续 下 去 。 每 隔 一 段 时 间 ， 从 混合 物 中 
取出 样品 ， 用 叭 菌 斑 检 测 法 计数 哈 菌 体 的 数目 。 起 初 ， 叭 菌 体 数 目 很 少 (仅仅 由 稀释 前 
的 初始 感染 时 未 能 感染 细胞 的 噬菌体 组 成 ) 。 

一 旦 有 足够 的 时 间 使 被 感染 的 细胞 裂解 并 释放 子 代 ， 就 会 检测 到 哈 菌 体 数目 的 剧 增 
(对 ΤΑ 哈 菌 体 来 说 这 个 过 程 需要 30min)。 从 感染 到 释放 子 代 哈 菌 体 的 时 间 间 隔 叫 做 洪 
伏 期 (latent period) ， 释 放 的 哈 菌 体 数 目 叫 做 裂解 量 (burst size), 


嘛 落体 杂交 和 和 互补 实验 


对 一 个 群体 中 哈 菌 体 数 目的 计数 可 以 使 研究 者 了 解 一 个 特定 的 哈 菌 体 入 生物 是 否 能 
够 在 一 个 特定 的 宿主 细菌 中 生长 (以 及 生长 效率 ， 如 裂解 量 )。 而 且 ， 平板 检测 可 以 分 
PEAS Te] PAS BY a RATA DD. A EAT AE PBI ASR E. Te ESL A A PBI AS 
HY 26 aN TE 38 oe EEA rT AD] REE R LOA TS TR SSR. LEE ee πι 
期 ， 上 述 差 异 提供 了 一 种 遗传 标记 ， 使 研究 者 们 能 够 探 询 遗传 信息 是 如 何 编码 和 行使 功 
能 的 。 

混合 感染 一 一 1 个 细胞 同时 被 2 个 吻 菌 体 颗粒 感染 ， 从 两 个 方面 使 遗传 分 析 成 为 可 
能 。 第 一 ， 使 哈 菌 体 杂 交 得 以 进行 。 如 果 同 种 哈 菌 体 的 两 个 不 同 的 突变 体 ( 带 有 同 源 染 
色 体 ) 共同 感染 一 个 细胞 ， 重 组 即 遗传 交换 就 可 以 在 基因 组 之 间 发 生 。 遗 传 交换 的 频率 
可 以 用 来 在 基因 组 上 排序 基因 。 重 组 频率 高 表明 突变 的 位 置 相 对 较 远 ， 而 重组 率 低 则 表 
明 突变 的 位 置 较 近 。 实 验 中 可 以 处 理 大 量 哈 菌 体 ， 只 要 有 筛选 或 选择 这 种 小 概率 事件 的 
方法 ， 即 使 概率 非常 小 的 事件 (2 个 位 置 非常 相近 的 突变 之 间 的 重组 ) 也 可 以 发 生 。 第 
二 ， 共 感染 还 能 把 突变 归 类 于 不 同 的 功能 互补 组 ， 也 就 是 说 ， 人 们 可 以 确定 两 个 或 多 个 
突 杰 是 发 生 在 同一 个 基因 上 还 是 在 不 同 的 基因 上 。 这 样 ， 两 个 不 同 的 鸣 菌 体 突变 体 共 同 
感染 一 个 细胞 ， 如 果 一 个 鸣 菌 体 可 以 提供 另 一 个 叹 菌 体 所 缺乏 的 功能 ， 那 么 两 个 突变 即 
位 于 不 同 的 基因 上 (互补 组 )。 另 一 方面 ， 如 果 两 个 突变 哈 菌 体 不 相互 互补 ， 那 么 就 可 
以 作为 两 个 突变 位 于 同一 个 基因 的 证 据 。 


转 导 和 和 重组 DNA 


喧 孙 体 末 交 和 互补 可 以 用 来 进行 哈 菌 体 本 身 的 遗传 学 实验 ， 此 类 相同 的 载体 和 技术 
也 可 以 用 于 其 他 系统 的 遗传 学 研究 。 起 初 ， 仅 仅 是 观察 到 一 些 哈 菌 体感 染 过 程 中 意外 获 
HY AN AE (如 我 们 在 下 面 描述 的 )。 然 而 ， 随 着 20 世纪 70 年 代 DNA 重组 技术 的 
出 现 ， 这 些 人 研究 扩展 到 来 自 各 种 生物 的 DNA. 

在 感染 过 程 中 ， 哈 菌 体 可 能 意外 地 (和 错误 地 ) 获得 一 段 细菌 的 DNA， 通 常 ， 鸣 
落体 获得 一 段 宿主 细菌 DNA 是 在 原 哈 菌 体 溶 原 诱导 过 程 中 从 细菌 染色 体 前 切 出 来 的 。 
该 过 程 涉 及 位 点 特异 的 重组 事件 (第 11 章 ) ， 只 要 重组 发 生 一 点 点 位 置 错误 ， 就 会 有 鸣 
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基体 DNA 的 丢失 和 细菌 DNA 的 获得 。 只 要 这 个 交换 没有 去 掉 鸣 菌 体 基因 组 中 增殖 所 
需 的 部 分 ， 形 成 的 重组 唉 菌 体 仍然 可 以 生长 ， 并 可 以 把 获得 的 细菌 DNA 从 一 个 细菌 宿 
主 转移 到 男 一 个 细菌 宿主 ， 这 个 过 程 被 称 为 特异 性 转 导 (specialized transduction), ΕΙ 
洛 在 特异 性 转 导 鸣 菌 体 中 的 细菌 DNA 也 同样 可 以 进行 像 鸣 菌 体 一 样 的 遗传 分 析 。 

因为 哈 菌 体 具有 促进 特异 性 转 导 的 能 力 ， 所 以 它 很 自然 的 被 选 为 原始 的 克隆 载体 
之 一 (第 21 章 ) 。 去 除 特定 限制 性 内 切 核酸 酶 的 多 余 位 点 ， 仅 在 对 裂解 生长 无 关 紧 要 的 
区 域 留 下 一 个 〈 播 和 型 载体 ) 或 两 个 〈 置 换 型 载体 ) 位 点 ， 就 可 以 使 入 叭 菌 体 能 够 接受 
任意 来 源 DNA 的 插入 CRS). 。 如 此 进行 DNA 的 扩 增 和 分 析 ， 会 比 在 原来 的 生物 体内 
容 匈 得 多 。 去 除 λ 叹 菌 体 中 限制 性 内 切 核酸 酶 位 点 是 反复 选择 对 某 种 限制 性 系统 具有 越 
来 越 高 效率 的 菌株 而 实现 的 。 用 这 种 方法 增加 对 限制 性 内 切 核酸 酶 的 抗 性 ， 然 后 ， 在 体 
外 定位 丢失 和 保留 的 位 点 ， 鉴 定 出 所 需 的 叭 菌 体 衍生 物 。 

人 们 先后 开发 了 多 种 入 载体 ， 其 差别 在 于 使 用 的 限制 位 点 以 及 如 何 鉴定 重组 喉 菌 
体 。 下 面 介绍 一 种 选择 系统 的 作用 机 制 : 在 一 个 、 的 衍生 物 中 ， 编 码 阻 抑 物 的 cI 基因 
里 (第 16 章 ) 留 下 一 个 唯一 的 某 种 限制 性 切 点 。 在 亲 代 载体 中 ， 这 个 基因 是 完整 的 ， 
哈 菌 体 可 以 根据 自己 的 选择 形成 溶 原 性 细菌 ， 于 是 哈 菌 体形 成 的 是 浑浊 的 叭 菌 斑 。 然 
而 ， 当 一 段 DNA 插入 在 这 个 位 点 ， 形 成 的 重组 鸣 菌 体 其 cI 基因 被 打 断 ， 不 能 形成 溶 原 
性 细 南 ， 所 以 形成 透明 的 噬 菌 斑 。 | 

吹 调 斑 形 态 的 改变 使 从 非 重 组 鸣 菌 体 中 辨别 重组 子 非常 简便 ， 进 一 步 讲 ， 如 果 使 用 
的 细菌 菌株 是 hfi 菌 株 〈 框 16-5) ， 这 个 途径 就 是 选择 〈 而 不 是 筛选 ) 。 用 该 菌株 ， 任 何 
PES DHE Wee a ASS J). TTT EL YS {1 TE NOE PA ΒΕ. 


zZH 


细菌 ， 如 大 肠 杆菌 和 芽孢 杆菌 ， 作 为 实验 系统 的 迷人 之 处 在 于 它们 是 相对 简单 的 细 
胞 ， 并 且 可 以 相对 容易 地 培养 和 操作 。 细 菌 是 单 细 胞 生物 ， 所 有 DNA, RNA 和 和 蛋白 质 
合成 的 机 器 都 包含 在 同一 细胞 器 中 〈 细 菌 没 有 细胞 核 ) 。 

细菌 通常 只 有 一 条 染色 体 一 一 比 高 等 生物 的 基因 组 小 得 多 。 此 外 ， 细 菌 的 生命 周期 
很 短 (有 些 其 至 只 有 20min) ， 从 单个 细胞 可 以 很 容易 获得 一 个 遗传 上 同 源 的 细胞 群体 
(πμ), 。 最 后 ， 细 戎 遗传 学 研究 很 方便 ， 一 方面 ， 它 们 是 单 倍 体 〈 意 味 着 即使 是 隐 性 突 
变 ， 也 能 够 表现 出 突变 的 表 型 ); 男 一 方面 ， 细 菌 之 间 可 以 方便 地 进行 遗传 物质 的 交换 。 

分 子 生物 学 起 源 于 细菌 和 哈 菌 体 模式 系统 的 实验 。 至 1943 年 Salvadore Luria fil 
Max Delriick 进行 著名 的 波动 分 析 实 验 以 前 ， 细 菌 研究 (细菌 学 〉 还 停留 在 传统 遗传 学 
领域 之 处。 利用 统计 学 的 方法 ，Luria 和 Max Delriick 证 明了 细菌 可 以 发 生 某 种 变化 ， 
使 其 对 某 一 特定 吹 菌 体 的 感染 具 抗 性 。 更 重要 的 是 ， 他 们 证 明了 这 种 变化 是 自发 产生 
HY, MAX ME RA (适应 )。 所 以 ,， 像 其 他 生物 一 样 ， 细 菌 也 可 以 遗传 性 状 
(如 对 哈 菌 体 的 敏感 性 或 抗 性 )， 并 且 偶 尔 这 种 遗传 性 可 以 自发 产生 变化 (突变 ) 而 成 为 
为 一 种 遗传 状态 。Luria 和 Max Delriick 的 实验 表明 ， 同 其 他 生物 一 样 ， 细 菌 表现 出 的 
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特性 是 由 遗传 因素 决定 的 。 因 为 它们 结构 简单 ， 
细 丽 是 前 明 遗 传 物质 本 质 和 备 德 尔 ( Gregor 
Mendel) 性 状 决 定 因 子 GEA) 的 理想 实验 
系统 。 


细菌 生长 的 检测 


细菌 可 以 在 液体 或 固体 (琼脂 ) 培养 基 中 生 
--Ε. 细菌 细胞 的 大 小 (大 约 2pm K) 足以 使 它 
sai 散射 光线 ， 因 此 通过 检测 细菌 培养 物 中 光 密 度 的 
图 22-5 细菌 生长 曲线 。 如 文中 所 描述 ， 细 菌 增加 就 可 以 监控 细菌 的 生长 情况 。 以 恒定 的 繁殖 
《如 大 肠 杆 菌 ) 在 不 过 度 密集 并 且 在 氧气 充足 的 世代 分 裂 的 活跃 生长 的 细菌 其 数量 以 指数 级 增 
μμ, 这 个 生长 K, 此 时 它们 被 称 为 处 于 生长 的 指数 期 (expo- 
变 慢 ， 进 入 所 谓 的 稳定 期 。 取 出 处 于 稳定 期 的 定 程 度 后 ， 生 长 速度 减缓 ,细菌 生长 进入 稳定 期 
细胞 ， 在 新 鲜 培养 基 中 将 它们 稀释 ,经 过 一 个 (stationary phase) (图 22-5), 
迟滞 期 后 ， 细 胞 将 再 次 进入 指数 生长 期 。 图 示 细菌 的 数目 可 以 通过 把 培养 物 稀 释然 后 铺 在 
A ne: 培养 甸 中 的 固体 琼脂) 培养 基 上 进行 测定 。 在 
相对 较 短 的 时 间 内 ， 单 个 细胞 就 能 长 成 由 上 百 万 
个 细胞 组 成 的 微型 菌落 ， 只 要 知道 平板 上 的 菌落 数 和 培养 物 的 稀释 倍数 就 可 以 计算 出 原 
始 培养 物 中 的 细菌 浓度 。 


细 梢 通过 性 结合 、 噬 菌 体 介 导 的 转 导 和 DNA 介 导 的 转化 交换 DNA 


作为 分 子 生物 学 的 模式 系统 ， 细 菌 的 主要 优势 是 具备 易于 进行 遗传 交换 的 系统 。 遗 
传 交 换 使 定位 突变 、 构 建 含 多 种 突变 的 菌株 、 构 建 用 来 辨别 显 性 突变 和 隐 性 突变 及 进行 
顺 反 式 分 析 的 部 分 双 售 体 的 菌株 成 为 可 能 。 

大 部 分 细菌 含有 自主 复制 的 DNA 元 件 ， 称 为 质粒 (plasmid) (图 22-6)。 有 些 质 
粒 ， 如 大 肠 杆 菌 的 育 性 质粒 CRY FAF, Ffactor) 具备 把 它们 自身 从 一 个 细胞 转移 
到 为 一 个 细胞 的 能 力 。 含 有 下 因子 的 细胞 (F*+ ) 可 以 把 质粒 转移 到 Ἐ- 细胞 里 。F 因子 
介 叶 的 接合 是 一 个 复制 的 过 程 。 所 以 FY 细胞 转移 一 个 拷贝 的 F 因子 给 F- 细胞 ， 自 身 
还 有 一 个 拷贝 ， 这 样 接合 的 结果 就 是 产生 2 个 F+ 细胞 。 有 时 ，F 因子 整合 到 染色 体 中 ， 
就 会 引起 宿主 染色 体 通过 接合 向 F 细胞 转移 。 含 有 整合 的 F 因子 的 菌株 叫做 Hfr (高 
频 重 组 ) 菌株 (Hfr strain) ， 这 种 材料 对 进行 遗传 交换 研究 非常 有 用 。 

在 茶 一 具体 的 事件 中 ， 决 定 宿主 染色 体 转移 的 精确 位 置 取决 于 两 个 条 件 。 第 一 ， 不 
同 的 Hfr 菌株 中 下 质粒 整合 在 宿主 染色 体 的 不 同位 置 。 宿 主 染 色 体 到 受 体 细胞 的 转移 
尽兴 看 线形 发 生 的 ， 从 接近 整合 有 下 质粒 的 那 部 分 染色 体 区 域 开 始 。 所 以 ， 质 粒 整合 
的 位 置 决定 了 首先 被 转移 的 染色 体位 置 。 第 二 ， 在 交配 中 断 之 前 完成 整个 染色 体 的 转移 
征 少 见 的 。 因 而 ， 远 离 转移 起 始点 的 基因 转移 频率 低 ， 在 一 个 特定 的 交配 中 ， 位 置 较 远 
的 基因 可 能 从 来 不 会 被 转移 。 需 要 注意 的 是 ， 如 果 一 个 完整 拷贝 的 整合 下 因子 发 生 转 
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移 的 话 ， 发 生 在 最 后 。 


22-6 WA FAAR 3 种 细胞 形式 。F+ 细胞 带 有 一 个 单 拷贝 的 F 质粒 ，F 质粒 就 像 一 个 微小 
的 染色 体 独 立 进行 复制 。 在 Hfr 菌株 中 ,FF 质粒 整合 在 细菌 染色 体 里 作为 染色 体 的 一 部 分 而 复 
fi], 7EF 菌株 里 ， 已 经 整合 到 宿主 染色 体 中 的 下 质粒 重新 游离 出 来 ， 同 时 携带 一 小 段 相 邻 的 宿 
主 DNA。 所 有 3 种 细胞 类 型 都 可 以 转移 到 一 个 F- 受 体 细胞 。 如 果 供 体 细胞 是 F+ 菌株 ， 它 仅 复 
制 和 转移 下 质粒 ; 如 果 是 下 菌株 ， 它 复制 和 转移 下 质粒 以 及 一 小 段 宿主 DNA; 如 果 是 Hfr [βῆ 
株 ， 根 据 整 合 的 位 置 和 交配 的 时 间 不 同 ， 它 复制 和 转移 不 同 大 小 和 位 置 的 宿主 染色 体 。 一 旦 进 
和信 受 体 ， 来 自 宿主 的 染色 体 DNA 就 可 以 与 受 体 细胞 的 基因 组 重组 ， 从 而 产生 了 遗传 交换 。 


第 三 种 也 是 非常 重要 的 下 因子 形式 是 F 质粒 ，F' 是 含有 一 小 段 染 色 体 DNA 的 育 性 
质粒 ， 这 段 DNA 会 与 质粒 一 起 从 一 个 细胞 向 另 一 个 细胞 高 频率 转移 。 例 如 ， 历 史上 重 
要 的 下 -lac, 是 一 个 带 有 乳糖 操纵 子 的 下 因子 。F 因子 可 以 产生 含有 部 分 双 倍 体 的 菌 
株 ， 这 个 菌株 的 特定 染色 体 区 域 有 两 份 拷贝 。 这 正 是 Jacob 和 Monod 用 来 制备 进行 顺 
反 分 析 的 部 分 双 倍 体 菌株 的 方法 ， 这 些 菌株 中 突变 是 发 生 在 乳糖 操纵 子 抑制 基因 以 及 与 
抑制 物 绪 合 的 局 动 子 位 点 上 CHE 16-3) 。 

F 因子 只 能 与 其 他 大 肠 杆菌 菌株 接合 ， 然 而 ， 有 些 其 他 的 接合 性 质粒 没有 选择 性 ， 
可 以 将 DNA 转移 到 多 种 不 相关 的 菌株 中 ， 甚 至 酵母 里 。 这 些 没 有 选择 性 的 接合 性 质粒 
提供 了 一 个 将 DNA 包括 通过 重组 DNA 技术 得 到 的 DNA， 引 入 到 自身 没有 遗传 交换 系 
统 的 细菌 菌株 的 简便 办 法 。 

遗传 交换 的 男 一 个 强 有 力 的 工具 是 哈 菌 体 介 导 的 转 导 (图 22-7), 普遍 性 转 导 
(generalized transduction) 是 由 那些 在 病毒 成 熟 时 偶然 包 庄 一 段 染 色 体 DNA 而 非 病毒 
DNA 的 吹 亢 体 所 介 导 。 当 这 样 的 噬菌体 颗粒 感染 下 一 个 细胞 时 ， 从 以 前 宿主 那里 获得 
的 染色 体 DNA 片段 将 取代 感染 性 病毒 DNA。 注 和 的 染色 体 DNA 可 以 和 被 感染 的 宿主 
细胞 的 染色 体重 组 ， 导 致 遗传 信息 从 一 个 细胞 到 另 一 个 细胞 的 永久 性 转移 ， 这 种 转 导 称 
作 普 遍 性 转 导 ， 因 为 宿主 染色 体 DNA 的 任何 片段 都 可 以 从 一 个 细胞 转移 到 另 一 个 细 
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胞 。 根 据 病毒 的 大 小 ， 有 些 普遍 性 转 导 喉 菌 
体 只 能 转 导 几 千 个 碱 基 的 染色 体 DNA， 而 有 
些 则 可 以 转 导 大 于 100kb 的 DNA。 
正如 已 经 提 到 过 的 ， 另 一 种 吹 菌 体 介 导 
的 转 导 叫做 特异 性 转 导 (specialized trans- 
duction)。 这 个 过 程 涉及 溶 原 性 哈 菌 体 ， 如 某 
BURIE DNA 被 一 段 染 色 体 DNA 所 取代 的 
d REE 一旦 感染 细菌 ， 这 样 一 个 特异 性 
松 寻 只 基体 就 可 以 将 这 段 细 菌 DNA 转移 到 新 


«ὃν, 的 2Η ΠΗ͂ 2Η 胞 中 

图 22-7 噬菌体 介 导 的 普遍 性 转 导 。 如 文中 所 述 ， 最 后 ， 我 们 来 看 DNA 介 导 的 转化 ， 对 此 
在 有 些 喉 菌 体 感染 时 ， 宿 主 染 色 体 被 打 成 片段 , 有 第 21 章 已 有 所 描述 。 某 些 重要 的 实验 细菌 
择 DNA 万 段 可 以 取代 复制 的 噬菌体 DNA 被 包装 在 〈 如 芽孢 杆菌 而 不 是 大 肠 杆 菌 ) 有 天 然 的 遗传 
吻 菌 体 颗粒 里 。 与 噬菌体 基因 组 类 似 ， 宿 主 DNA 被 交换 系统 ， 使 它们 可 以 通过 重组 吸收 并 整合 


转移 到 男 一 个 细胞 中 。 一 旦 进入 新 的 宿主 ，DNA 就 


可 以 与 染色 体重 组 ， 促 进 遗 传 交换 。 实 状 的 、 襟 露 的 DNA (它们 的 同胞 释放 的 或 


从 它们 的 同胞 那儿 获得 的 ) 到 它们 自己 的 染 
色 体 里 。 通 常 这 些 细胞 必须 处 于 “遗传 感受 态 ” 才 能 从 环境 中 吸收 和 整合 DNA。 遗 传 
感受 态 特别 重要 ， 可 以 先 用 重组 DNA 技术 来 克隆 的 染色 体 DNA 片段 ， 然 后 使 它 被 感 
受 态 细胞 摄取 并 整合 到 受 体 细胞 的 染色 体 中 。 


细菌 质粒 可 以 用 作 克 隆 载体 


驶 我 们 所 知 ， 细 菌 通常 含有 环 状 的 质粒 DNA， 它 们 可 以 自主 复制 ， 这 样 的 质粒 可 
以 方便 地 作为 细菌 DNA 和 外 源 DNA 的 载体 。 实 际 上 ， 最 初 的 (和 成 功 的 ) 克隆 重组 
DNA 的 实验 就 使 用 了 一 个 大 肠 杆 菌 的 质粒 (pSC101)， 它 含有 一 个 唯一 的 EcoRI 限制 
Ιν κα» DNA 可 以 插入 这 个 位 点 而 不 影响 质粒 复制 的 能 力 (第 21 BE), 


转 座 子 可 用 来 产生 插入 突变 和 基因 与 操纵 子 的 融合 


在 第 11 草 中 讨论 过 ， 转 座 子 (transposon) 不 仅 赁 其 自身 的 能 力 而 成 为 一 个 重要 
的 遗传 元 件 ， 而 且 在 细菌 分 子 遗传 操作 中 也 非常 有 用 。 例 如 ， 以 低 序列 特异 性 〈 即 高 度 
随机 性 ) 整合 在 染色 体 上 的 转 座 子 ， 如 Tn5 和 Mu， 可 以 用 来 产生 全 基因 组 水 平 的 插入 
突变 体 文库 (图 22-8) 。 

这 种 突变 与 传统 的 化 学 诱 变 产生 的 突变 相 比 有 两 个 重要 的 优势 ， 一 是 转 座 子 插入 到 
基因 中 ( 当 想 要 的 时 候 ) 很 可 能 导致 基因 的 完全 失 活 〈 功 能 丧失 的 突变 ) ， 而 不 像 诱 变 
剂 只 能 产生 简单 的 碱 基 改变 ; 第 二 个 优势 是 ,插入 DNA 不 但 可 以 失 活 基因 ， 而 且 使 分 
离 和 克隆 相应 基因 方便 易 行 。 更 简单 的 办 法 是 ， 可 以 用 合适 的 DNA 引物 ， 通 过 分 析 有 
转 座 子 插入 的 染色 体 DNA 序列 而 确定 失 活 基因 。 

特 座 子 还 可 以 用 来 在 全 基因 组 水 平 上 产生 基因 和 操纵 子 的 融合 。 经 过 改造 ， 构 建 了 
审 有 报道 基因 的 转 座 子 ， 如 没有 启动 子 的 lacZ (如 Τηδίας) ETF. 当 这 种 转 座 子 


被 中 断 的 基因 


图 22-8 转 座 子 产生 的 插入 突变 。 转 座 子 被 质粒 携带 进入 细胞 ， 随 后 从 载体 上 转移 到 
宿主 染色 体 上 。 因 为 在 细菌 染色 体 中 编码 区 域 〈 基 因 ) 高 度 密集 ， 转 座 子 插入 基因 的 
频率 很 高 。 转 座 子 中 携带 的 标记 (如 抗生素 抗 性 ) 使 带 有 转 座 子 的 细胞 可 以 被 分 离 。 
知道 转 座 子 两 端的 序列 以 及 它 所 插入 的 基因 组 的 序列 ， 就 可 以 很 方便 地 鉴定 转 座 子 所 
处 的 位 置 。 


(以 合适 的 方向 ) 插入 到 染色 体 里 ， 报 道 基 因 的 转录 就 会 受到 被 打 断 的 目标 基因 的 控制 。 
这 样 的 融合 称 为 操纵 子 或 转录 融合 (图 22-9). 


- κο πω OERS ο’ η 了 AN Ra Me Ὃν : REPI RR OR E ροκ κκ ν ator 


图 22-9 转 座 子 产生 的 lacZ 融合 。 将 前 图 介绍 的 转 座 子 诱 变法 稍 加 修改 ， 就 可 以 用 
来 将 报道 基因 (如 lacZ) 插入 到 基因 组 的 任何 区 域 。 这 样 只 要 通过 测量 菌株 中 LacZ 
的 表达 水 平 就 可 以 检测 目标 基因 (被 转 座 子 -lacZ 融合 插入 的 基因 ) 的 表达 。 


其 他 用 于 产生 融合 的 转 座 子 已 制备 出 来 了 ， 它 们 含有 既 无 启动 子 又 无 翻译 起 始 序 列 
的 报 伺 基因。 在 这 些 转 座 子 中 ， 报 道 基因 需要 置 于 目标 基因 的 转录 控制 下 并 且 在 能 够 被 
正确 翻译 的 目标 基因 可 读 框 内 才能 表达 。 报 道 基因 同时 在 转录 和 翻译 水 平 上 参与 目标 基 
因 的 融合 称 为 基因 融合 。 


重组 DNA 技术 、 全 基因 组 测序 和 转录 谱 绘制 加 强 了 细菌 的 分 子 生物 学 研究 
重组 DNA 技术 ， 如 DNA 克隆 、 全 基因 组 序列 的 完成 以 及 在 全 基因 组 水 平 研究 基 
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因 转 录 的 方法 不 但 使 高 等 细胞 的 分 子 生 物 学 研究 产生 了 革命 性 的 突破 ， 尤 其 是 在 与 传统 
的 细 落 遗传 学 紧密 结合 时 ， 也 对 细菌 等 模式 生物 的 研究 产生 了 重要 影响 。 例 如 ， 重 组 
DNA 技术 使 制备 用 于 基因 融合 的 转 座 子 衍 生物 变 得 容易 ; 又 例如 ， 结 合 遗 传 感 受 态 与 
重组 方法 可 以 产生 精确 的 突变 和 基因 融合 ， 大 大 增加 分 子 遗 传 操 作 的 种 类 和 数目 。 包 含 
细菌 中 所 有 基因 微 阵列 (Microarray) 的 利用 使 在 全 基因 组 水 平 上 研究 基因 表达 成 为 可 
能 。 绪 合 前 面 摘 述 的 各 种 技术 ， 可 以 快速 、 简 便 地 阐明 特定 条 件 下 表达 的 所 有 基因 的 功 
能 。 已 经 在 酵母 和 其 他 真 核 系 统 中 发 挥 巨 大 作用 的 蛋白质 间 相 互 作 用 的 快速 鉴定 方法 
CUM ARAC aT, FE 17-1) ， 也 是 阐明 细菌 蛋白 质 之 间 相 互 作 用 网 络 的 强 有 力 工 具 。 全 
基因 组 序列 和 没有 选择 性 的 接合 质粒 为 那些 没有 复杂 遗传 学 工具 的 细菌 提供 了 进行 分 子 
遗传 学 操作 的 机 会 。 


有 了 更 好 的 传统 和 分 子 遗 传 学 的 工具 ， 简 单 细胞 的 生化 分 析 就 会 更 加 有 效 


从 分 子 生物 学 的 最 初 建立 起 ,细菌 就 处 于 DNA 复制 、 信 息 传递 、 基 因 调 节 机 制 等 
各 种 生物 化 学 研究 的 中 心 。 这 有 几 个 理由 : 第 一 ， 可 以 在 确定 的 和 均一 的 生理 条 件 下 培 
莽 大 量 的 细菌 细胞 ;第 二 ， 传 统 和 分 子 遗传 学 的 技术 使 纯化 或 大 量 生产 经 过 改造 的 蛋白 
质 复合 物 成 为 可 能 ， 从 而 可 以 获得 大 量 的 单个 蛋白 质 ; 第 三 ， 也 是 非常 重要 的 ， 就 像 在 
本 书 中 反复 提 到 的 ， 细 菌 的 DNA 复制 、 基 因 转 录 、 和 蛋白 质 合 成 等 机 器 比 高 等 细胞 简单 
得 多 〈 所 包含 的 成 分 少 得 多 ) 。 所 以 ， 痔 明细 菌 基 本 机 制 的 研究 进展 迅速 ， 只 需要 分 离 
少数 的 重 日 质 ， 而 且 其 机 制 一 般 比 高 等 细胞 更 简单 。 


细胞 学 分 析 同 样 适 用 于 细菌 


尽管 细菌 形态 人 简单， 没有 膜 包 右 的 细胞 内 分 区 (如 细胞 核 和 线粒体 )， 但 细菌 并 不 
征 像 几 十 年 来 人 们 认为 的 那样 ， 只 是 简单 的 一 包 酶 。 实 际 上 ， 正 如 我 们 现在 已 经 知道 
HY, a A Je AS A ee ee Pe A a ET Pe fe A ee H 
织 的 。 尺 管 细 菌 的 体型 小 ， 但 同样 适用 于 细胞 学 研究 ， 如 通过 免疫 荧光 显微镜 用 特定 抗 
体 定位 固定 细胞 内 的 蛋白 质 ， 用 荧光 显微镜 与 绿色 荧光 蛋白 (green fluorescent pro- 
tein) 可 以 定位 活体 细胞 中 的 和 蛋白质 ， 还 有 用 区 光 原 位 杂交 (FISH)〉 可 以 定位 细胞 内 
染色 体 区域 和 质粒 。 这 些 方法 的 应 用 对 我 们 深刻 地 理解 本 书 所 讨论 的 若干 分 子 过 程 很 有 
带 助 。 例 如 ， 我 们 现在 知道 ， 细 菌 细 胞 的 复制 机 器 是 相对 固定 的 并 且 定 位 在 细胞 中 央 
(第 8 章 )。 这 个 发 现 告诉 我 们 在 复制 过 程 中 ，DNA 模板 线 状 地 通过 一 个 相对 固定 的 复 
制 “ 工 厂 ”， 而 不 是 传统 观点 认为 的 DNA 聚合 酶 像 火车 在 铁轨 上 那样 沿 着 模板 行进 。 
又 如 ， 应 用 细胞 学 方法 使 我 们 清楚 了 “〈 同 样 与 传统 的 观点 相反 ) 复制 过 程 中 染色 体 的 新 
复制 的 两 个 起 始 区 域 朝 细胞 的 两 极 移动 。 细 胞 学 方法 是 细菌 分 子 生物 学 研究 的 重要 手 
mia, 
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2 草 所 看 到 的 ， 对 于 肺炎 球菌 的 开创 性 研究 使 人 们 发 现 遗 传 物质 就 是 DNA。 此 后 ， 就 
像 我 们 在 本 书 中 所 看 到 的 ， 大 肠 杆菌 及 其 叭 菌 体 的 实验 一 直 在 引导 学 科 的 发 展 。 例 如 ， 
Hershey 和 Chase 的 实验 使 人 们 相信 噬菌体 的 遗传 物质 是 DNA; Meselson 和 Stahl 的 
实验 证 明 在 大 肠 杆菌 中 DNA 进行 半 保 留 复制 ;Crick 和 Brenner 的 哈 菌 体 交 配 实验 
(第 15 章 ) 揭示 了 遗传 密码 由 三 联 体 密码 子 构成 ;而 Yanofsky 用 大 肠 杆菌 进行 的 出 色 
的 遗传 研究 证 明了 遗传 的 共 线 性 ; 也 不 能 忘记 Jacob 和 Monod 的 工作 ( 框 16-3), ， 是 他 
们 发 现 了 基因 调控 的 基本 机 制 ， 此 外 还 有 无 数 其 他 例子 。 在 这 些 例 子 里 ， 通 过 研究 这 些 
最 人 简单 的 系统 ， 生 命 的 基本 过 程 得 以 揭示 。 

一 个 重要 的 例子 来 自 Seymor Benzer 的 出 色 工 作 ， 他 详细 研究 了 ΤΑ 喉 菌 体 中 的 一 
个 叫 ΤΠ 的 遗传 位 点 。 野 生 型 ΤΊ 可 以 在 大 肠 杆菌 B 或 K 菌株 里 生长 ， 但 rII 突变 体 仅 
在 B 菌株 中 生长 。 这 样 就 有 可 能 检测 到 发 生 频 率 小 于 0.01% 的 野生 型 哈 菌 体 ( 比 如 说 
来 目 两 个 不 同 ~I 突变 体 之 间 的 重组 )。 也 就 是 说 ， 当 把 T4 叭 菌 体 铺 在 κ 菌株 形成 的 
阔 台 上 时 ， 可 以 在 10 000 个 xrIT 突变 哈 菌 体 中 检测 到 一 个 野生 型 ， 因 为 只 有 这 种 频率 
极 低 的 重组 子 才能 形成 鸣 菌 斑 。 

利用 ΤΙ 突变 体 这 一 难以 置信 的 特性 ，Seymour Benzer 在 成 对 的 ΙΙ 突变 体 之 间 进 
行 了 重组 实验 ， 并 因此 能 够 以 高 分 辨 率 〈 接 近 或 达到 核 苷 酸 碱 基 对 的 分 辨 率 ) 绘制 这 些 
突变 的 顺序 。 他 还 设计 了 一 个 “互补 ”实验 (上 述 ) 表明 rT 位 点 是 由 两 个 相 邻 的 基因 
组 成 的 。Benzer 引入 了 顺 反 子 〈cistron) 这 一 术语 来 描述 基因 〈 基 于 顺和 反 这 两 个 
词 )。 此 外 ， 值 得 一 提 的 是 ， 正 是 这 个 工作 使 Crick 和 Brenner 能 够 利用 这 一 位 点 开展 
遗传 密码 的 研究 。 


ARA ΕΕ 


单 细 胞 真 核 生 物 作为 模式 实验 系统 有 许多 优势 : 比 起 其 他 真 核 生 物 ， 它 们 的 基因 组 
较 小 《第 7 章 ) ， 基 因数 目 也 比较 少 ， 与 大 肠 杆菌 相似 ， 它 们 可 以 在 实验 室 里 快速 繁殖 
(理想 条 件 下 ， 每 次 细胞 分 裂 需 要 大 约 90min) ， 从 单个 细胞 繁殖 成 克隆 群体 。 尽 管 酵母 
细胞 比较 简单 ， 但 它们 具备 所 有 真 核 生物 细胞 的 主要 特征 ， 如 含有 一 个 独立 的 细胞 核 、 
多 条 线性 染色 体 包 装 成 染色 质 、 细 胞 质 包含 了 全 部 的 细胞 器 (如 线粒体 ) 和 细胞 骨架 结 
构 〈 如 肌 动 蛋白 纤维 )。 

研究 得 最 清楚 的 单 细 胞 真 核 生 物 是 酿酒 酵母 S. cerevisiae， 因为 可 以 用 作 发 酵 剂 ， 
所 以 通常 称 为 酿酒 酵母 。100 多 年 来 人 们 对 酿酒 酵母 进行 了 大 量 的 研究 。19 世纪 60 年 
代 ， 在 实验 中 ， 路 易 斯 ， 巴 斯 德 鉴定 出 这 种 酵母 是 发 酵 的 催化 剂 〈 糖 被 认为 是 自发 地 分 
解 成 乙醇 和 二 氧化 碳 ) 。 这 些 研究 最 终 导致 了 第 一 个 酶 的 发 现 以 及 生物 化 学 作为 实验 体 
系 的 建立 。20 世纪 30 年 代 ， 开 始 了 酿酒 酵母 的 遗传 学 研究 ， 由 此 鉴定 了 许多 酵母 基 
因 。 所 以 ， 像 大 肠 杆菌 一 样 ， 酿 酒 酵母 使 研究 者 能 用 遗传 和 生化 的 方法 来 解决 生物 学 基 
本 问题 。 
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单 倍 体 和 双 倍 体 细胞 的 存在 促进 了 酿酒 酵母 的 遗传 分 析 


根 酒 酵母 细胞 可 以 以 单 倍 体 状 态 〈 每 条 染色 体 有 一 个 拷贝 ) 或 双 倍 体 状 态 〈 每 条 染 
色 体 有 两 个 拷贝 ) 生长 〈 图 22-10). 。 单 倍 体 和 双 倍 体 之 间 的 转换 通过 交配 〈 单 倍 体 到 
双 倍 体 ) 和 孢子 形成 〈 双 倍 体 到 单 倍 体 ) 来 实现 。 有 两 种 单 倍 体 细胞 类 型 ， 分 别 为 a 型 
Alo 型 。 在 一 起 生长 时 ， 这 些 细 胞 因 交 配 而 形成 a/a 双 倍 体 细胞 。 在 营养 物 荐 乏 的 情况 
F, a/a 双 倍 体 发 生 减 数 分 裂 (第 7 章 )， 产 生 一 个 称 为 子 夺 的 结构 ， 每 个 子 吉 含有 4 
ΤΗ BITS a- 孢 子 和 两 个 a- 抱 子 )。 但 当 生 长 条 件 改善 时 ， 这 些 孢 子 可 以 出 芽 
并 以 单 倍 体 细胞 的 形式 生长 或 交配 而 重新 形成 a/a 双 倍 体 。 


22-10 ”酿酒 酵母 S. cerevisiae 的 生活 周期 。 如 本 章 及 其 他 章节 所 描述 的 ， 酿 
酒 酵母 以 3 种 形式 存在 。 两 种 类 型 的 单 倍 体 细胞 ，a 和 a， 以 及 两 者 交配 的 双 倍 
体 产物 。 图 示 为 这 些 不 同 种 类 细胞 的 复制 、 交 配 和 芽孢 形成 。 


在 实验 室 中 ， 可 以 用 这 些 类 型 的 细胞 进行 各 种 遗传 分 析 。 简 单 地 将 2 个 待 测试 的 分 
别 携 市 一 个 突变 的 单 倍 体 菌株 进行 交配 ， 就 可 以 进行 遗传 互补 实验 。 如 果 两 个 突变 是 互 
外 的， 相对 于 突变 表 型 ， 双 售 体 就 是 一 个 野生 型 。 如 果 要 测试 单个 基因 的 功能 ， 可 以 在 
只 有 一 个 拷贝 的 单 倍 体 细胞 里 诱发 突变 。 例 如 ， 想 知道 一 个 特定 的 基因 是 否 是 细胞 生长 
所 必需 的 ， 可 以 在 单 倍 体 里 敲 除 这 个 基因 。 单 倍 体 细胞 只 能 承受 非 必需 基因 的 敲 除 。 


在 酵母 中 容易 产生 精确 的 突变 


精确 和 快速 地 改变 单个 基因 的 技术 使 酿酒 酵母 的 遗传 分 析 研究 水 平 得 到 了 进一步 提 
高 。 末 端 与 基因 组 的 任何 一 个 特定 区 域 同 源 的 线性 DNA 引入 酿酒 酵母 细胞 中 ， 就 会 观 
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察 到 频率 非常 高 的 同 源 重组 ， 导 致 相应 染色 体 序列 被 转化 所 用 的 DNA 片段 取代 (图 
22-11)。 利 用 这 一 特性 可 以 对 基因 组 做 精确 的 改变 。 这 种 方法 可 以 用 来 精确 地 删除 整个 
基因 的 编码 区 、 改 变 一 个 可 读 框 中 的 特定 密码 子 ， 甚 至 改变 启动 子 中 的 一 个 特定 碱 基 
对 。 这 种 在 基因 组 中 进行 精确 改变 的 技术 使 研究 特定 基因 或 其 调节 序列 的 功能 等 具体 问 
癸 变 得 比较 容易 。 


酿酒 酵母 有 一 个 研究 透彻 的 小 基因 组 


由 于 酿酒 酵母 遗传 研究 的 历史 很 长 ， 基 因 组 又 相对 较 小 ， 所 以 它 成 了 进行 全 基因 组 
测序 的 第 一 个 真 核 〈 非 病毒 ) 生物 。 这 一 
“里 程 碑 ” 式 的 事件 完成 于 1996 年 。 序 列 分 
tr (1.3X10°bp) RIT KA 6000 个 基因 ， 
首次 揭示 了 指导 真 核 生 物 形成 所 需 的 遗传 复 

酿酒 酵母 的 完整 基因 组 序列 的 获得 使 酵 
母 的 研究 可 以 在 “全 基因 组 ”水 平 上 进行 。 οσα 转化 未 端 与 染色 体 
例如 ， 包 含 来 自 所 有 近 6000 个 酿酒 酵母 基因 同 源 的 线性 DNA 
序列 的 DNA 微 阵列 已 广泛 用 于 研究 不 同 生理 
条 件 下 基因 表达 模式 的 研究 。 实 际 上 ， 目 前 
已 经 对 200 多 种 不 同 条 件 下 酿酒 酵母 细胞 的 
基因 表达 水 平 进行 了 检测 ， 包 括 不 同 的 碳 源 
(如 葡萄 糖 对 半 乳 糖 ) 、 细 胞 类 型 和 培养 温度 。 
这 些 发 现 不 仅 对 检测 单个 基因 的 表达 非常 有 
用 ， 而 且 使 我 们 能 将 基因 按照 对 不 同 培养 条 
件 的 应 答 分 为 各 种 协同 作用 的 基因 和 群 。 

其 他 全 基因 组 资源 还 包括 一 个 6000 个 菌 
株 的 文库 ， 每 一 菌株 中 只 删除 了 一 个 基因 。 
其 中 的 5000 多 株 在 单 倍 体 状态 时 能 够 存活 ， 
表明 大 多 数 酵 母 基 因 是 非 必需 的 。 这 个 酵母 
菌株 库 使 检测 酿酒 酵母 基因 组 的 每 个 基因 在 
特定 过 程 中 作用 的 遗产 筛选 得 以 进行 。 微 阵 
列 的 使 用 还 使 利用 染色 质 免 疫 沉淀 技术 进行 ”图 22-11 酵母 中 的 重组 转化 。 如 文中 所 述 ， 酵 母 
转录 因子 的 结合 位 点 的 全 基因 组 作 图 得 以 开 基因 组 的 所 有 区 域 都 可 以 容易 地 被 目标 序列 所 取 


同 源 区 域 间 的 DNA 取代 了 目的 基因 


展 (第 21 章 ) 代 。 要 插入 的 DNA 片段 的 两 端 序列 要 与 被 取代 的 
| 染色 体 区 域 的 侧翼 序列 同 源 。 当 供 体 片段 被 导 和 人 
酸 酒 酵母 细胞 在 生长 时 改变 形态 细胞 后 ， 在 这 个 生物 中 的 高 水 平 同 源 重组 保证 了 


与 染色 体 的 高 频率 重组 ， 导 致 了 所 示 的 遗传 交换 。 
当 酿 酒 酵母 细胞 按照 细胞 周期 生长 时 ， 插入 的 DNA 可 能 与 原来 的 DNA 只 有 一 个 碱 基 对 
会 发 生 形态 上 的 特征 变化 (图 22-12) 。 当 一 ”的 不 同 ， 也 许 是 另 一 个 极端 ， 即 长 度 和 序列 上 非 


个 新 细胞 从 它 的 母 细胞 中 释放 出 来 后 ， 子 细 贡 不 同 。 由 此 可 以 完成 非常 精细 的 遗传 修饰 。 
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胞 稍 呈 椭圆 形 ; 随 着 细胞 周期 的 延续 ， 酿 酒 酵母 细胞 上 形成 了 一 个 小 “ 芽 ”， 这 个 “ 芽 ” 
最 终 会 成 为 一 个 独立 的 细胞 。 一 直 长 到 与 其 母 细胞 大 致 相当 时 ， 芽 就 会 从 母 细胞 中 释放 
出 来 ， 两 个 细胞 开始 新 的 一 轮 繁 殖 过 程 。 


Αλ ΝΑ 
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图 22-12 ”酵母 的 减 数 分 裂 细 胞 周期 。 酿 酒 酵 母 通过 出 芽 进 行 分 裂 。 图 示 一 个 子 代 芽 
经 历 减 数 分 裂 周 期 的 发 育 ， 该 过 程 在 正文 中 也 有 描述 。 


对 酿酒 醛 母 细胞 形状 进行 价 单 的 显 微 观察 ， 就 可 以 获得 许多 有 关 细 胞 中 发 生 的 事件 
的 信息 。 没 有 芽 的 细胞 还 没有 开始 复制 它 的 基因 组 ， 这 是 因为 在 野生 型 酿酒 酵母 细胞 
中 ， 新 芽 的 出 现 和 DNA 复制 的 启动 是 紧密 关联 的 。 同 样 地 ， 正 在 生长 的 、 有 着 大 芽 的 
细胞 几乎 总 是 处 在 染色 体 分 离 的 过 程 中 。 

根 钵 酵母 的 研究 有 强 有 力 的 遗传 学 、 生 物化 学 和 基因 组 学 工具 ， 这 使 酵母 成 为 科学 
家 们 在 分 析 基 本 的 分 子 和 细胞 生物 学 问题 时 所 喜爱 采用 的 真 核 生物 。 酿 酒 酵母 的 研究 为 
我 们 了 解 真 核 生 物 的 转录 和 基因 调控 、DNA 复制 、 重 组 、 翻 译 、 前 接 等 做 出 了 重要 和 贡 
献 。 酿 酒 醉 母 的 遗传 学 研究 已 经 发 现 了 所 有 这 些 事件 中 涉及 的 和 蛋白质。 也 许 最 为 重要 的 
证， 在 酿酒 酵母 中 发 现 的 那些 对 基本 生命 活动 重要 的 蛋白 质 和 基因 在 包括 人 类 在 内 的 其 
他 真 核 生 物 中 几乎 总 是 保守 的 。 因 此 ， 从 这 个 简单 真 核 模式 生物 中 归纳 的 东西 几乎 总 是 
与 复杂 生物 的 相同 事件 相关 。 


拟 南 价 


起 源 于 农业 和 草药 的 植物 科学 在 所 有 生命 科学 中 历史 最 长 。 通 过 备 德 尔 的 工作 ， 植 
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物 科 学 竟 定 了 遗传 学 的 基础 。 通 过 达尔 文 、Barbara McClintock, William Bateson 和 其 
他 人 的 工作 ， 为 细胞 遗传 学 、 发 育 学 、 生 理学 和 进化 科学 奠定 了 基础 。 植 物 科学 继续 在 
基础 领域 如 RNA 干扰 方面 有 着 重要 的 进展 ， 同 时 和 过 去 一 样 ， 继 续 对 经 济 和 环境 发 挥 
者 重要 影响 。 在 过 去 的 几 十 年 中 ， 一 种 不 起 眼 的 类 似 芥末 的 杂 草 ， 拟 南 芥 ， 渐 渐 成 为 与 
未 蝇 、 秀 丽 新 小 杆 线虫 和 小 鼠 媲美 的 模式 生物 。 比 如 的 动物 同行 更 重要 的 是 ， 拟 南 芥 揭 
未 了 植物 生物 学 ， 尤 其 是 被 子 植 物 〈 开 花 的 种 子 植物 ) 的 大 多 数 关 键 问 题 。 就 像 在 20 
世纪 玉米 市 来 植物 遗传 学 的 昔 命 一 样 ， 拟 南 芥 注定 要 为 植物 基因 组 学 和 植物 生物 学 的 大 
多 数 问题 做 出 贡献 。 


拟 南 其 上 共有 单 倍 体 和 双 倍 体 交 蔡 的 快速 生命 周期 


像 酵母 一 样 ， 所 有 植物 的 生命 周期 具有 单 倍 体 和 双 倍 体 期 ， 二 个 时 期 分 别 根据 它们 
的 产物 来 命名 一 一 双 倍 体 时 期 (与 酵母 类 似 ) 发 生 减 数 分 裂 并 产生 孢子 ， 因 此 被 称 为 
“ 抱 子 形成 体 ”( 带 有 抱 子 的 植物 )。 单 倍 体 的 孢子 发 芽 产 生 单 倍 体 期 ， 在 这 个 时 期 分 化 
出 两 种 性 别 的 配子 ， 所 以 单 倍 体 期 也 称 为 雄 配 子 体 期 或 峻 配子 体 期 。 在 受精 过 程 中 ， 配 
子 融 合 产生 双 倍 体 的 合子 。 单 倍 体 和 双 倍 体 期 的 相对 长 度 随 植物 而 异 一 一 苔 从 植物 大 部 
分 时 期 属 配子 体 期 ， 而 拟 南 芥 和 其 他 高 等 植物 大 部 分 时 间 是 孢子 形成 体 ， 蕨 类 植物 则 介 
于 两 者 之 间 。 在 开花 植物 中 ， 配 子 体 期 非常 短 ， 只 有 2 或 3 次 有 丝 分 裂 ， 生 殖 细胞 存在 
于 成 体 植物 长 出 的 花 中 ， 而 不 像 动物 中 那样 隐藏 的 胚胎 中 。 大 多 数 植物 〈 如 拟 南 芥 ) 是 
雌雄 同体 的 ， 从 分 化 的 花 中 或 发 生肉 雄 减 数 分 裂 的 花 器 官 中 产生 两 种 性 别 的 单 倍 体 配 子 
体 ( 图 22-13). 


配子 型 (1n) 孢子 型 On) 
O EW) 


22-13 ” 拟 南 芥 的 生命 周期 (Rob Martienssen 惠 赠 ) 。 


种 子 植物 ， 如 拟 南 价 ， 在 受精 后 经 历 另 一 个 时 期 一 一 胚胎 发 生 和 休眠 ， 从 而 产生 以 
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此 命名 的 种 子 。 同 哺乳 动物 一 样 ， 胚 胎 由 完成 分 化 的 胚胎 外 组 织 提供 营养 。 但 是 与 动物 
不同 的 是 ， 这 些 胚胎 外 组 织 〈 称 为 胚乳 “ 含 在 种 子 中 ”) 是 独立 受精 产物 ， 它 们 的 受精 
发 生 在 第 二 个 单 倍 体 精子 和 上 肉 性 双 倍 体 “ 中 央 ” 细 胞 ， 双 售 体 “ 中 央 ” 细 胞 则 是 由 两 个 
单 倍 体 姐妹 卵细胞 融合 而 成 。 三 倍 体 核 快速 分 裂 ， 随 后 又 分 裂 形成 很 多 细胞 ， 并 且 快 速 
积 系 诞 粉 和 蛋白 质 ， 为 胚胎 提供 重要 的 营养 。 由 于 胚胎 发 育 时 胚乳 的 营养 被 胚胎 搜 取 ， 
企 许多 植物 中 〈 如 拟 南 芥 ) 其 生命 是 短暂 的 ， 但 在 其 他 植物 中 胚乳 可 以 提供 种 子 发 菠 所 
需 的 营养 ， 而 在 主要 谷物 ， 如 小 麦 和 玉米 ， 则 可 以 提供 淀粉 。 


拟 南 芥 容易 转化 适 于 反 向 遗传 学 研究 


土壤 细菌 根瘤 农 杆 菌 及 其 亲缘 较 近 的 细菌 可 感染 植物 ， 引 发 肿瘤 性 生长 〈( 冠 瘦 ， 
galls)， 其 原因 在 于 细菌 的 Ti (tumor-inducing) 质粒 携带 着 激素 生物 合成 基因 ， 该 基 
因 转 移 到 了 宿主 植物 的 染色 体 DNA 上 上。 肿瘤 引 发 〈tumor-inducing) 基因 位 于 质粒 的 
"ΚΗ DNA (T-DNA) 部 分 ， 两 个 边界 序列 是 转移 所 需 的 正 向 重复 序列 。 将 感 兴趣 的 基 
因 取 代 肿 瘤 引 发 基因 ， 就 可 能 转化 植物 。 拟 南 芥 的 转化 只 需 简 单 地 在 植物 上 喷 上 或 将 植 
物 浸泡 在 含有 促进 感染 的 表面 活性 剂 的 高 浓度 农 杆菌 培养 液 中 就 行 了 。 瞬 时 感染 几乎 在 
侵 染 的 同时 就 可 以 发 生 ， 可 用 于 瞬时 表达 研究 。 但 稳定 转化 一 般 发 生 在 数 天 或 数 周 后 ， 
可 以 通过 在 受精 前 感染 雌性 配子 。 在 T-DNA 中 加 上 选择 性 标记 基因 ( 抗 不 同 的 除草 
剂 )， 并 在 含有 除草 剂 的 培养 基 上 或 土壤 中 发 芽 种 子 ， 就 可 以 选择 转化 的 植物 。 

拟 南 介 的 转化 效率 很 高 ， 可 以 用 来 大 量 制备 突变 体 。 随 机 把 几 十 万 个 T-DNA 插入 
到 植物 中 ， 然 后 对 插入 位 点 进行 扩 增 和 测序 ， 已 经 收集 到 了 很 多 带 有 插入 基因 的 植物 ， 
搬入 事件 发 生 在 基因 组 的 大 多 数 基 因 中 。 这 些 插入 突变 可 以 用 来 进行 与 酵母 中 利用 缺失 
所 进行 的 相同 的 “ 反 向 ”遗传 学 研究 。 进一步 讲 ， 在 T-DNA 中 加 上 报道 基因 或 增强 
了 于， 这 些 插 入 可 用 来 报告 所 插入 基因 的 表达 ， 或 在 通常 不 表达 的 细胞 中 激活 基因 的 表 
达 。 通 过 在 T-DNA 中 加 上 转 座 因子 ， 就 可 能 不 需要 额外 转化 就 产生 大 量 转 座 子 跳跃 ， 
产生 衍生 的 同位 基因 、 回 复 突变 等 位 基因 及 骨 合 体 。 由 于 水 稳 和 玉米 的 转化 要 困难 得 
多 ， 在 这 些 植物 中 转 座 子 一 直 是 进行 “ 反 向 ”遗传 学 的 主要 工具 。 


拟 南 芥 基因 组 小 ， 容 易 操 作 


拟 南 价 的 基因 组 只 含有 105Mb 的 常 染色 体 DNA、 约 15Mb 已 测序 的 异 染 色 质 和 另 
外 15~25Mb 的 卫星 重复 序列 和 rDNA， 总 共 约 140Mb。 大 多 数 测 序 的 异 染 色 质 位 于 5 
个 中 心 粒 的 两 边 ， 虽 然 异 染色 质 的 较 小 区 域 (knob) 在 染色 体 臂 上 。 常 染色 体 和 大 部 
分 异 染 色 质 的 测序 使 我 们 知道 29 000 个 拟 南 芥 基 因 中 99% 的 序列 。 许 多 其 他 植物 基因 
组 的 测序 揭示 了 真 双 子叶 植物 中 发 生 了 几 轮 基因 组 加 倍 〈 多 倍 性 ) ， 真 双子 叶 植 物 是 被 
于 植物 进化 树 中 的 一 个 主要 分 支 ， 其 中 包含 拟 南 芥 。 最 近 的 基因 组 加 倍 仅仅 发 生 在 几 百 
万 年 之 前 ， 所 以 约 25% 的 拟 南 草 基因 保留 了 一 个 功能 同 源 基 因 ， 导 臻 相当 多 的 基因 重 
复 以 致 影响 了 反 向 遗传 策略 的 应 用 。 另 一 方面 ， 也 许 部 分 是 因为 基因 重复 ， 在 拟 南 芥 中 
正 癌 遗传 学 一 直 非 常 有 效 ， 可 以 使 用 高 剂量 的 诱 变 剂 [ethylmethane sulfate (EMS), 
CRIE ENS), 或 放射 线 ] 而 不 会 杀 死 植物 ， 相 对 数目 较 少 的 经 诱 变 剂 处 理 
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过 的 种 子 就 可 以 使 突变 达到 饱和 。 种 子 可 以 直接 进行 诱 变 处 理 ， 隐 性 突变 可 以 简单 地 通 
过 让 种 子 发 芽 后 自 变 获 得 。 

有 了 基因 组 序列 和 具有 多 态 性 的 拟 南 芥 品系 后 ， 对 正 向 遗传 学 发 现 的 突变 进行 定位 
克隆 变 得 异常 方便 。EMS 突变 甚至 可 用 于 反 向 遗传 学 策略 ， 称 为 覆 瓦 (tilling), BIG 
选 请 变 剂 处 理 过 的 植物 的 DNA 来 获得 感 兴趣 的 基因 的 点 突变 。 随 着 高 通 量 的 测序 方法 
的 出 现 ， 这 种 策略 甚至 更 具 操 作 性 ， 并 且 可 以 在 每 个 基因 中 获得 不 同等 位 变异 Be 
序列 的 测定 使 许多 其 他 基因 组 学 技术 成 为 可 能 ， 如 覆 瓦 微 阵列 、 高 通 量 蛋 白质 定位 及 蛋 
日 质 组 学 技术 等 。 

通过 小 RNA (19~30 MIZER) 进行 RNA 干扰 是 一 种 重要 的 基因 调控 机 制 ， 无 
论 是 内 源 还 是 外 源 ， 该 机 制 首先 在 植物 中 发 现 (第 18 章 )。 在 拟 南 芥 中 ， 至 少 三 类 小 
RNA 一 一 microRNA (miRNA)、 反 式 短 的 干扰 RNA (tasiRNA) 、 与 重复 序列 相关 的 
siRNA， 它 们 在 大 小 和 生物 起 源 方面 不 同 ,但 都 可 以 通过 与 目标 序列 配对 并 启动 由 核酸 
内 切 酶 活性 行使 的 “切割 ”、 转 录 停 止 、 染 色 质 及 DNA 修饰 等 来 调控 基因 。 这 些小 
RNA 来 源 于 单 链 “ 发 夹 ” 结 构 前 体 或 双 链 RNA， 后 者 是 依赖 ΕΝΑ 的 RNA 聚合 酶 的 
产物 。 在 拟 南 芥 中 采用 ΕΝΑ 干扰 的 基因 组 方法 包括 VIGS (virally induced gene silen- 
cing， 病 毒 诱 导 的 基因 沉默 ) 、 共 抑制 、 发 夹 沉默 和 人 工 miRNA 等 。 


表 观 遗传 学 


表 观 遗传 差异 通常 定义 为 可 以 通过 染色 体 遗 传 ， 但 不 涉及 核 苷 酸 序列 改变 的 “ 突 
变 ”"。 相 对 于 通常 的 突变 ， 这 些 “ 表 观 突变 ”的 可 道 频 率 要 高 得 多 ， 并 且 与 DNA 及 相 
天 时 日 质 〈 尤 其 是 组 蛋白 ) 的 化 学 修饰 有 关 。 几 十 年 来 ， 植 物 一 直 处 于 表 观 遗传 学 研究 
”的 前 沿 ， 拟 南 章 也 不 例外 。 类 似 于 哺乳 动物 基因 组 ， 但 不 同 于 酵母 、 线 虫 和 果 晶 的 基因 

组 ,植物 基因 组 内 有 胞 喀 啶 甲 基 化 的 高 度 修饰 ， 这 些 修饰 与 组 蛋白 修饰 一 起 对 基因 表达 
和 基因 组 中 发 现 的 重复 序列 的 表达 具有 表 观 遗传 后 果 。 这 些 修饰 由 各 种 各 样 的 因子 介 
村 ， 包 括 首 先 在 植物 中 发 现 的 导致 依赖 RNA 的 DNA 甲 基 化 现象 的 RNA Fh, UR 
RNA 依赖 的 组 蛋白 修饰 ， 后 者 也 在 裂 殖 酵母 和 其 他 生物 中 发 生 。 

当 一 个 基因 的 沉默 在 雄性 和 雌性 生殖 细胞 系 中 不 同时 ， 印 记 导 臻 (通常 ， 母 本 遗传 
的 等 位 基因 进行 表达 。 被 印记 的 基因 表达 在 胚胎 外 的 胚乳 组 织 中 普遍 存在 ， 使 人 想起 在 
哺乳 动物 胎盘 中 的 印记 。 在 这 些 研究 得 很 透彻 的 例子 中 ， 被 印记 的 基因 的 去 甲 基 化 发 生 
在 中 央 细 胞 ， 导 致 胚乳 中 母 本 等 位 基因 的 表达 。 

表 观 遗传 作用 经 常 受 环境 的 影响 ， 在 一 个 极端 的 例子 中 ， 植 物 在 春天 开花 记忆 的 是 
冬天 的 寒冷 。 这 种 记忆 是 由 寒冷 来 诱导 、 靠 细胞 的 无 性 繁殖 来 保持 、 减 数 分 裂 又 抹 去 这 
个 记忆 ， 导 致 大 家 习惯 的 类 似 冬 麦 的 开花 习性 。 在 拟 南 草 中 ， 这 个 过 程 ΟΕ} 是 由 
RNA 加 工 及 组 蛋白 修饰 来 调控 的 ， 并 且 涉 及 Polycomb 复合 体 ， 该 复合 体 也 参与 动物 
的 细胞 记忆 。 


植物 对 环境 的 反应 
与 动物 不 同 ， 植 物 固定 在 一 点 上 ， 不 能 逃避 环境 的 攻击 ， 导 致 一 些 通常 在 动物 中 没 


。802。 第 22 章 模式 生物 


有 的 特性 一 一 如 对 踢 食 的 耐 受 性 。 植 物 的 天 然 免 疫 系统 ， 最 早 在 分 子 水 平 上 被 描述 为 
基因 对 基因 ”反应 ， 涉 及 许多 在 动物 中 保守 的 基因 ， 但 它们 是 高 度 多 样 化 的 ， 可 以 识 
别 病 毒 、 微 生物 、 线 虫 、 昆 贝 ， 甚 至 其 他 植物 。 除 了 这 些 “ 生 物 的 ”逆境 外 ， 植 物 必 须 
经 受 住 “ 非 生物 的 ”逆境 并 对 其 做 出 反应 ， 这 些 道 境 包 括 光 强 度 、 生 物 节律 、 营 养 、 盐 
和 水 的 改变 等 。 许 多 环境 因素 对 发 育 会 有 深刻 的 影响 一 一 如 通过 诱导 或 延迟 开花 使 之 更 
适合 种 子 产生 。 

泡 在 植物 生物 学 中 扮演 一 个 中 心 的 角色 ， 进 行 光 合作 用 的 叶绿体 来 源 于 古代 的 共生 
原核 生物 ， 负 责 固定 生物 圈 中 大 多 数 有 机 碳 。 由 于 在 遗传 和 基因 组 操作 方面 的 方便 性 ， 
英 至 在 光合 作用 研究 领域 ， 拟 南 芥 也 正在 取代 传统 的 生理 学 模式 生物 一 一 如 烟草 和 
BEX 


同 植物 生物 学 的 其 他 领域 相 比 ， 植 物 发 育 对 作物 驯化 和 育种 的 影响 最 大 ， 所 以 对 人 
类 历史 的 影响 也 最 大 ， 其 中 由 古代 农民 及 富有 经 验 的 育种 家 等 进行 的 选择 是 巨大 的 创 
新 ， 他 们 改进 了 花序 结构 、 种 子 落 粒 性 、 叶 片 形 状 等 。 与 现代 农民 视 为 草 的 祖先 物种 相 
比 ， 论 椰 沫 、 爆 花 玉米 和 羽衣 甘蓝 与 他 们 只 有 几 个 基因 的 差异 。 由 于 开花 植物 是 最 近 进 
化 的 群体 ， 许 多 负责 开花 的 基因 是 用 拟 南 芥 作为 模式 生物 被 发 现 的 。 

一 般 而 言 ， 植 物 和 动物 是 从 一 个 共同 的 单 细 胞 祖先 分 支 进化 而 来 ， 所 以 多 细胞 发 育 
征 在 各 目的 界 中 独立 进化 的 。 因 此 我 们 看 到 通用 的 基本 原则 ， 如 转录 因子 和 信和 号 传导 层 
次 结构 ER, ΜΕ. MZA) 的 核心 地 位 ， 在 每 个 界 中 都 遵守 ， 而 特异 的 分 子 就 很 少 
保守 。 有 些 机 制 非常 相似 ， 如 细胞 周期 和 ΜΑΡ (mitogen-activated protein) 激酶 级 联 
途径 ， 但 大 多 数 是 明显 不 同 的 。 例 如 ， 在 两 类 谱系 中 同 源 异 型 和 异 时 特征 都 是 由 转录 因 
FA miRNA 保证 的 ， 但 涉及 的 分 子 不 同 ， 在 植物 中 大 多 是 MADS (MCM1, aga- 
mous, deficiens, and serum response) 转录 因子 ， 在 动物 中 是 Hor 基因 。 在 两 个 界 中 
细胞 间 交 流 都 涉及 激素 ， 但 这 只 能 说 是 类 似 〈 植 物 和 动物 都 使 用 类 固 醇 也 许 是 个 例外 ) 。 
事实 上 ， 植 物 中 的 高 度 关 联 的 超 细胞 维 管 系统 允许 大 分 子 在 细胞 间 通 过 ， 如 mRNA, 
小 RNA 和 转录 因子 本 身 ， 而 这 个 现象 在 动物 中 很 少见 到 。 

那么 ， 共 同 的 发 育 机 制 可 能 在 单 细胞 或 寒 细胞 祖先 中 发 挥 功 能 ， 并 且 可 能 被 指派 去 
独立 地 执行 相似 的 功能 。 也 许 在 祖先 的 单 细胞 真 核 生 物 保 守 的 表 观 遗传 学 机 制 ， 如 
Polycomb 系统 ， 在 基因 组 的 组 织 、 基 因 组 防御 、 染 色 体 生物 学 和 细胞 分 化 方面 执行 功 
能 ， 而 不 是 多 细胞 转录 记忆 。 拟 南 芥 对 发 现 植物 界 以 及 与 动物 界 间 保守 功能 方面 扮演 着 
主角 。 


秀丽 新 小 杆 线虫 


在 分 子 遗 传 学 领域 做 出 杰出 贡献 后 ，Sydney Brenner 又 确定 了 一 种 适合 于 研究 发 育 
重要 问题 和 行为 分 子 基 础 的 很 小 的 多 细胞 动物 。 他 吸取 了 鸣 菌 体 和 细菌 的 分 子 遗 传 学 研 


秀丽 新 小 杆 线虫 «808. 


究 的 成 功 经 验 ， 和 希望 尽 可 能 采用 最 简单 的 、 既 具有 分 化 的 细胞 类 型 又 符合 类 似 微生物 遗 
传 学 的 生物 。1965 年 ， 他 决定 用 秀丽 新 小 杆 线 虫 (C. elegans), 因为 它 具 有 许多 合适 
的 特性 。 例 如 ， 快 速 的 世代 时 间 使 遗传 第 查 易于 进行 ， 上 肉 雄 同体 的 自身 繁殖 可 以 产生 几 
百 个 “ 目 身 后 代 ”， 因 而 适 于 大 量 产 生子 代 生 物体 ;有 性 繁殖 使 遗传 品系 可 以 通过 交配 
来 构建 ， 以 及 少量 透明 细胞 的 存在 使 发 育 过 程 能 被 直接 追踪 。 

Brenner 设 定 了 两 个 最 终 实现 将 秀丽 新 小 杆 线虫 用 作 模 式 生 物 至 关 重 要 的 雄心 勃勃 
的 初始 目标 。 目 标 之 一 是 通过 重建 系列 切片 电镜 图 绘制 所 有 细胞 的 完整 图 谱 (1986 年 
由 John White 完成 ); 目标 之 二 则 是 绘制 细胞 谱系 (1983 年 由 John Sulston 完成 )。7 
年 后 Brenner 分 离 到 了 300 多 个 含有 形态 和 行为 突变 的 突变 体 ， 建 立 了 这 个 新 的 模式 生 
物 的 遗传 学 。 这 些 突变 体 分 为 100 多 个 互补 组 ， 定 位 于 6 个 连锁 群 。 将 近 30 年 以 后 ， 
全 世界 有 400 家 实验 室 在 研究 秀丽 新 小 杆 线虫 。 由 于 秀丽 新 小 杆 线虫 简单 而 容易 用 于 实 
验 ， 它 是 目前 研究 得 最 透彻 的 多 细胞 动物 之 一 。 


秀丽 新 小 杆 线虫 的 生活 周期 很 短 


秀丽 新 小 杆 线虫 在 培养 四 里 培养 ， 饮 食 很 简单 ， 只 吃 细菌 。 它 们 在 一 定 的 温度 范围 
内 生长 良好 ， 在 25C 比 在 15C 生 长 速度 快 一 售 。 在 25C ， 受 精 的 胚胎 在 12h 内 完成 发 
育 ， 丹 化 成 自由 生活 的 动物 ， 能 够 进行 复杂 的 行为 。 第 一 个 幼虫 期 (L1) 分 成 4 个 时 
期 11-14), Æ 40h 内 成 为 一 个 性 成 熟 的 成 虫 ( 图 22-14). 
受精 
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图 22-14 秀丽 新 小 杆 线 虫 的 生活 周期 。 所 示 为 生活 周期 ， 如 文中 所 述 ， 从 
第 一 期 幼虫 到 成 虫 的 发 育 以 小 时 计 。L1l 幼虫 进入 的 另 一 个 发 育 期 (成 为 持 
BEA) 也 在 此 显示 。 


雌雄 同体 的 成 虫 大 约 4d 内 就 可 以 产生 多 达 300 个 自身 后 代 ， 或 与 罕见 的 雄性 线虫 
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交配 ， 产 生 多 达 1000 条 杂交 后 代 。 成 虫 存活 大 约 15d。 在 有 生长 压力 的 条 件 下 (少食 、 
高 温 、 高 密度 )，L1 期 动物 可 以 进入 另 一 个 发 育 期 ， 形 成 一 个 所 谓 的 持续 幼虫 (dau- 
er) 。 持 续 幼 虫 对 环境 压力 有 抵抗 能 力 ， 能 存活 几 个 月 的 时 间 等 待 环境 条 件 的 改善 。 通 
过 人 研究 那些 不 能 进入 或 不 适当 地 进入 持续 幼虫 期 的 突变 体 ， 发 现 了 特异 性 神经 元 中 表达 
的 感知 环境 条 件 的 基因 、 在 动物 全 身 表达 的 调控 身体 生长 的 基因 ， 以 及 控制 寿命 的 基 
因 。 激 活 控 制 寿命 的 基因 可 以 戏剧 性 地 延长 动物 的 寿命 ， 这 些 基 因 的 同 源 基因 被 认为 与 
哺乳 动物 的 寿命 延长 紧密 相关 。 


筋 丽 新 小 杆 线虫 由 相对 较 少 、 研 究 得 很 深入 的 细胞 谱系 组 成 


秀丽 新 小 杆 线虫 身体 构造 简单 ΓΗ͂ 22-15) 。 成 虫 两 性 体 的 重要 器 官 是 性 腺 ， 其 中 
舍 有 正在 增殖 和 分 化 的 生殖 细胞 〈 精 子 和 卵子 ) ΑΗ ΟΕΕ, ， 以 及 暂时 储存 幼小 
胚胎 的 子 害 。 胚 胎 经 过 阴 门 从 子宫 排 到 体外 ， 阴 门 是 一 个 由 22 个 表皮 细胞 组 成 的 结构 。 
妨碍 阴 门 形成 的 突变 并 不 影响 胚胎 的 产生 ， 但 却 使 排卵 无 法 进行 。 结 果 ， 胚 胎 在 子宫 内 
人 发育 并 和 孵化， 孵化 了 的 线虫 随后 吞食 它们 的 母亲 ， 并 被 限制 在 她 的 皮肤 里 REE), 
形成 一 个 “线虫 袋 "。 这 个 很 容易 确认 的 表 型 已 经 使 几 百 个 没有 阴 门 的 突变 体 得 到 分 离 ， 
从 中 发 现 了 许多 控制 阴 门 细胞 的 产生 、 特 化 和 分 化 的 基因 。 其 中 包括 高 度 保 守 的 受 体 栈 
须 酸 激酶 信号 传递 途径 的 成 员 ， 该 途径 控制 细胞 增殖 。 


卵 母 细胞 子宫 ΒΠ 皮下 肌肉 肛门 


体 壁 
腹部 | 


| 2 mm 


图 22-15 ”线虫 的 身体 平面 图 。 上 面 a 显示 的 是 一 个 成 虫 两 性 体 线虫 的 纵 切 剖面 图 。 各 种 器 官 在 下 面 的 略图 b 中 
标示 ， 并 在 文中 有 所 描述 。 La, 6ἑ}π|, EK Sulston J. E. 和 Horvitz H. R.1977. Dev. Biol. 56. 110- 
156. © Elsevier. | 


在 哺乳 动物 中 ， 这 些 基因 的 许多 同 源 基因 是 致癌 基因 和 肿瘤 抑制 基因 ， 当 它们 发 生 
改变 时 就 会 寻 致 冶 钙 。 在 秀丽 新 小 杆 线虫 ， 使 这 个 途径 失 活 的 突变 体 不 会 产生 阴 门 细 
胞 ， 所 以 阴 门 不 能 发 育 ， 而 激活 这 个 途径 的 突变 体 则 导致 阴 门 前 体 细胞 的 过 度 增 殖 ， 产 
生 具 有 多 个 阴 门 的 表 型 。 因 为 线虫 是 透明 的 ， 阴 门 仅仅 来 源 于 22 个 细胞 ， 就 可 能 以 细 
胞 水 平 的 分 辨 率 描 述 突 变 体 的 缺陷 ， 从 而 将 突变 的 类 型 与 某 一 特定 细胞 的 改变 联 
系 起 来 。 


EARE 。 805 。 


细胞 死亡 途径 是 在 秀丽 新 小 杆 线虫 中 发 现 的 


到 目前 为 止 ， 秀 丽 新 小 杆 线虫 研究 中 最 引 人 注 目的 成 就 是 阐明 了 调节 细胞 凋 亡 或 细 
胞 死亡 的 分 子 途径 。 细 胞 谱系 的 早期 分 析 注 意 到 在 每 一 个 动物 中 成 组 细胞 的 死亡 都 是 相 
同 的 ， 上 暗示 细胞 死亡 是 受 遗 传 控 制 的。 最 初 分 离 到 的 细胞 死亡 缺陷 型 (ced) 突变 体 是 
那些 在 相 令 细胞 厨 哈 死 亡 细 胞 残 体 方面 有 缺陷 的 突变 体 。 因 而 ， 在 突变 体内 ， 死 亡 细 胞 
残 体会 存留 多 个 小 时 。 利 用 这 些 ced 突变 体 ，H. RHeorvitz 和 他 的 同事 分 离 了 更 多 的 
不 能 产生 保留 细胞 残 体 的 ced 突变 体 。 这 些 突变 体 被 证 明 是 在 启动 细胞 死亡 程序 方面 有 
BRIG. BRI —MEBISh, ced 突变 体 的 分 析 表 明 ， 所 有 发 育 中 的 程序 化 细胞 死亡 是 自主 
的 ， 也 就 是 说 ， 是 细胞 自杀 。 在 雄性 中 ， 有 个 叫做 连接 细胞 的 细胞 被 它 的 相 邻 细胞 杀 
We. ced 基因 的 鉴定 为 确认 哺乳 动物 的 同类 和 蛋白质 提供 了 方法 ， 这 类 蛋白 质 在 所 有 的 动 
物 中 基本 上 驱动 同样 的 生化 反应 来 控制 细胞 死亡 ， 事 实 上 ， 在 秀丽 新 小 杆 线虫 里 表达 人 
类 的 ced 同 源 基因 可 以 替代 突变 的 ced 基因 。 细 胞 死亡 在 发 育 和 疾病 过 程 中 与 细胞 增殖 
同等 重要 ， 并 且 是 许多 控制 癌症 和 神经 退行 性 疾病 治疗 方法 的 焦点 。 


RNA 干扰 (RNAD 是 在 秀丽 新 小 杆 线虫 中 发 现 的 


1998 年 ， 一 项 非 同 寻 常 的 发 现 被 公布 ， 双 链 RNA (dsRNA) 引入 秀丽 新 小 杆 线虫 
后 ， 抑 制 了 与 该 dsRNA 同 源 的 基因 的 表达 。 这 个 意外 的 发 现 以 及 接 下 来 的 RNA 干扰 
(ΝΑΙ 分 析 具 有 两 个 方面 的 重要 意义 。 第 一 ，RNAi 看 来 是 普遍 存在 的 ， 因 为 几乎 所 
有 的 动物 、 真 菌 或 植物 细胞 中 dsRNA 的 引入 都 会 导致 同 源 mRNA 的 定向 降解 。 实 际 
上 ， 我 们 对 RNAi 的 了 解 很 多 来 自 于 植物 研究 (第 18 章 )。 第 二 点 是 对 这 个 神秘 过 程 的 
实验 研究 揭示 了 它 的 分 子 机 制图 18-5) 。 这 些 研究 与 另 一 个 RNA 介 导 的 基因 调节 过 
程 相交 叉 ， 那 个 过 程 涉及 微小 的 内 源 小 RNA， 已 有 研究 显示 它们 在 植物 和 动物 中 调节 
基因 表达 、 在 纤毛 虫 里 协调 基因 组 重 排 并 在 酵母 里 调节 染色 质 结 构 。 最 初 的 两 个 小 
RNA 征 在 秀丽 新 小 杆 线虫 中 进行 遗传 筛选 时 发 现 的 。 部 分 线虫 小 RNA 在 两 翼 昆 贝 和 
哺乳 动物 中 是 保守 的 ， 它 们 的 功能 正在 被 逐步 揭示 。 最 近 的 研究 表明 人 类 基因 组 可 能 含 
有 大 约 1000 个 miRNA 基因 。 


a Hose Se A 


采 蝇 作为 模式 生物 用 于 遗传 和 发 育 生 物 学 研究 已 近 百 年 。1908 年 托马斯 。 享 特 。 
摩根 (Thomas Hunt Morgan) 和 他 在 哥伦比亚 大 学 (Columbia University) 的 研究 助 
手 把 腐 烂 的 水 果 放 在 舍 莫 宏大 厅 (Schermerhorn Hall) 的 实验 室 窗户 架 上 ， 目 的 是 搜 
如 一 种 小 的 、 快 速 繁殖 的 动物 ， 并 能 够 在 实验 室 里 培养 来 研究 数量 性 状 的 遗传 ， 如 眼睛 
的 颜色 。 在 捕获 的 各 种 动物 中 ， 果 蝇 最 符合 要 求 。 成 虫 在 两 星期 中 就 可 以 产生 大 量子 
代 ， 采 蝇 培养 用 的 是 回收 的 牛奶 瓶 和 廉价 的 酵母 、 琼 脂 混合 物 。 
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采 蝇 的 生活 周期 很 短 


采 蝇 生活 周期 的 突出 特征 是 有 一 个 快速 的 胚胎 形成 期 ， 然 后 是 3 个 幼虫 生长 期 及 变 
形 期 〈 图 22-16) 。 胚 胎 形 成 在 受精 后 的 24h 内 完成 ， 最 终 孵 化 出 第 一 龄 幼虫 。 如 同 我 
们 在 第 18 章 中 所 讨论 的 ， 果 蝇 胚胎 发 育 早期 的 核 分 裂 是 所 有 动物 中 最 快 的 。 一 个 第 一 
龄 幼虫 生长 24h， 然 后 旷 皮 成 一 个 更 大 的 第 二 龄 幼虫 。 这 个 过 程 重复 以 产生 一 个 第 三 龄 
幼虫 ， 它 进食 并 生长 2 一 3d。 


果 蝇 生活 周期 


δι ο ο a 
μα ο 5ος ο 


图 22-16 ” 果 蝇 生活 周期 。 图 示 为 文中 描述 果 蝇 发 育 的 各 个 时 期 。 


幼虫 发 育 中 的 一 个 关键 过 程 是 器 官 芽 的 生长 ， 它 是 由 胚胎 中 期 表皮 内 陷 形 成 的 (图 
22-17)。 每 套 肢 体 都 有 一 对 器 官 芽 (例如 ， 一 套 前 腿 器 官 芽 和 一 套 翅膀 器 官 芽 )。 还 有 
眼睛 、 触 角 、 口 器 和 生殖 器 的 器 官 芽 和 等。 起初 器 官 芽 很 小 ， 在 胚胎 中 仅 由 不 到 100 个 细 
胞 组 成 ， 但 在 成 熟 的 幼虫 中 却 含 有 上 万 个 细胞 。 翅 膀 器 官 芽 的 发 育 已 经 成 为 理解 诸如 
Hedgehog 和 Dpp 〈TGF-B) 等 分 刻 信 号 分 子 的 梯度 是 如 何 控制 复杂 的 身体 结构 形成 过 
程 的 重要 模式 系统 。 器 官 芽 在 变形 〈 或 化 肾 ) 过 程 中 分 化 成 各 自 相 应 的 成 虫 结构 。 


第 一 个 基因 图 谱 在 果 蝇 中 产生 


1910 年 ， 摩 尔 根 实验 室 发 现 了 一 个 自发 突变 的 雄 蝇 ， 它 的 眼睛 是 白色 的 而 不 是 正 
和 品系 中 的 亮 红 色 。 由 这 个 果 蝇 启动 了 一 系列 深入 的 遗传 学 研究 ， 产 生 了 两 项 重要 发 
W: 一 是 基因 位 于 染色 体 上 ， 二 是 每 个 基因 是 由 两 个 等 位 基因 组 成 的 ， 这 两 个 基因 在 减 
数 分 裂 过 程 中 独立 分 配 ( 孟 德尔 第 一 定律 ; 第 1 章 )。 其 他 突变 的 发 现 证 实 了 位 于 不 同 
染色 体 上 的 基因 独立 地 分 离 〈 备 德尔 第 二 定律 )， 而 那些 连锁 在 同一 条 染色 体 上 的 基因 
则 不 同 。 

WEEEK A H. Sturtevant (摩尔 根 实验 室 的 成 员 ) 设计 了 一 个 简单 
的 数学 运算 方法 ， 可 以 根据 重组 频率 绘制 连锁 基因 之 间 的 距离 。 到 了 20 世纪 30 年 代 ， 


图 22-17 果 蝇 的 器 官 芽 。 右 图 所 示 为 幼虫 中 各 个 器 官 芽 的 位 置 。 左 图 
为 它们 在 成 虫 中 形成 的 肢 愤 和 器 官 。 这 些 器 官 芽 起 初 在 胚胎 里 只 是 很 
小 的 细胞 群 ， 但 在 成 熟 的 幼虫 里 有 上 万 个 细胞 。 这 些 器 官 芽 在 化 晴 的 
过 程 中 发 育成 它们 相应 的 成 虫 中 的 结构 。 


遗传 图 谱 已 经 非常 密集 ， 确 定 了 控制 成 虫 多 种 物理 特性 的 多 个 基因 的 相对 位 置 ， 如 翅膀 
大 小 、 形 状 以 及 眼睛 的 颜色 和 形状 等 。 

万 一 位 曾 在 摩尔 根 果 蝇 实 验 室 接 受 培 训 的 科学 家 H. J. Muller， 第 一 次 提出 了 环境 
因 系 ， 如 离子 辐射 ， 导 致 染色 体重 排 和 遗传 突变 的 证 据 。 日 常 进行 的 大 规模 “遗传 入 
选 ”是 通过 喂食 成 年 雄 蝇 一 种 诱 变 剂 如 EMS (ethylmethanesulfonate) ， 然 后 将 之 与 正 
WE. Ει 代 是 杂 合 的 ， 含 有 一 条 正常 的 染色 体 和 一 条 随机 突变 的 染色 体 。 研 究 
这 些 突变 的 方法 有 许多 种 ， 详 见 以 下 描述 。 

除了 强大 的 生育 能 力 (一 个 肉 性 可 以 产生 几 千 个 卵 ) 和 快速 的 生活 周期 外 ,- 果 蝇 还 有 
儿 个 非常 有 用 的 特征 ， 使 之 在 实验 研究 中 长 期 扮演 重要 角色 。 它 只 有 4 条 染色 体 : 2 条 大 
的 常 染色 体 ， 即 染色 体 2 和 3， 一 条 较 小 的 染色 体 〈 它 决定 性 别 )， 和 一 条 非常 小 的 第 4 
条 染色 体 。Muller 的 同事 C. B. Bridges 发 现在 果 蝇 幼虫 里 某 些 组 织 中 能 够 进行 多 次 内 部 
复制 而 并 不 发 生 有 丝 分 裂 。 在 唾液 腺 中 ， 这 个 过 程 产 生 了 极其 巨大 的 由 大 约 1000 个 拷贝 
的 染色 单 体 组 成 的 染色 体 。Bridges 利用 这 些 多 线 染 色 体 (polytene chromosome) 来 绘制 果 
蝇 基 因 组 的 物理 图 谱 (这 是 在 所 有 生物 中 第 一 个 绘 出 的 ) (图 22-18) 。 

Bridges 在 4 条 染色 体 上 总 共 发 现 了 大 约 5000“ 条 带 ”， 并 将 许多 条 带 和 经 典 重组 
图 谐 遗 传 位 点 的 位 置 建立 了 相关 性 。 例 如 ， 隐 性 的 white 突变 基因 杂 合 的 雌性 果 蝇 表现 
出 正常 的 红眼 。 然 而 ,含有 white 突变 的 相似 肉 蝇 若 同时 在 另 一 条 XXX 染色体 上 移 走 了 
3C2-3C3 多 线条 带 则 表现 为 白眼 。 这 是 因为 已 不 存在 该 基因 正常 的 显 性 拷贝 。 这 类 分 析 
使 我 们 得 出 “白眼 基因 位 于 X 染色 体 的 多 线条 带 3C2 和 条 带 3C3 之 间 ” 的 结论 。 

其 他 各 种 遗传 方法 的 建立 ， 确 立 了 果 蝇 作为 动物 遗传 研究 首要 模式 生物 的 地 位 。 例 
如 ， 制 造 出 了 平衡 染色 体 (balancer chromosome) ， 它 含有 一 系列 相对 于 原始 染色 体 的 
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Df 258-45 w rst’ fat 

Df 67c23 w rst’ fat 

Df 264-32 w* rst far 

Df 258-33 wr rst’ fa 

Df NS w rst” fa 

特殊 的 缺失 缺失 / 突变 杂 
合子 的 表 型 


图 21-18 遗传 图 谈 、 多 线 染 色 体 和 缺失 图 谱 (deficiency mapping)。 在 某 些 果 蝇 组 织 中 ， 没 有 伴随 
有 丝 分 裂 的 核 内 复制 导致 放大 的 染色 体 ， 最 明显 的 是 唾液 腺 体 ， 在 那里 可 以 产生 巨大 的 由 1000 个 
染色 单 体 组 成 的 染色 体 。 这 是 第 一 次 有 可 能 把 某 些 性 状 的 基因 出 现 与 染色 体 的 特定 物理 片段 联系 起 
来 。 具 体 地 说 ， 果 蝇 的 表 型 (白眼 ) 与 染色 体 的 缺失 相关 联 (经 许可 ,摘自 Hartwell L. et 
al. 2004. Genetics; From genes to genomes, 2nd ed. p. 816, Fig. D-4. © McGraw-Hill. ) 。 


原先 的 染色 体 


平衡 染色 体 


图 22-19 平衡 染色 体 。 当 与 原先 的 亲本 染色 体 CLAD 比较 时 , 平衡 染色 体 ( 下 图 ) 有 一 系 
列 倒 位 。 本 图 中 ， 绘 出 的 染色 体 有 两 个 臂 。 平 衡 染 色 体 的 左 臂 有 一 个 内 倒 位 ， 基 因 α. b, cH 
WU SORA. RE, FRA Aha Tal, MIT SEA d、e Af ASIF. 5 
外 ， 以 着 丝 粒 为 中 心 可 能 有 一 个 倒 位 ， 此 处 颠倒 了 基因 1 和 2 的 顺序 。 与 原来 的 染色 体 相 比 ， 
平衡 染色 体 的 基因 顺序 有 明显 不 同 。 这 样 ， 含 有 一 个 正常 拷贝 和 一 个 平衡 染色 体 拷贝 的 杂 合 
中 染色 体 之 间 的 重组 就 被 抑制 了 。 


fiz, CA 22-19)。 严 格 地 说 ， 这 种 平衡 染色 体 在 减 数 分 裂 过 程 中 不 能 与 原始 的 染色 体 
进行 重组 ， 就 可 能 永久 保留 含有 隐 性 致死 突变 的 果 蝇 群落 。 我 们 在 第 18 章 讨 论 过 的 
ever-skipped (eve) 基因 的 一 个 无 功能 突变 ， 这 个 突变 纯 合 体 的 胚胎 会 死亡 ， 不 能 产生 
BH HB AAT UH. eve 位 点 被 定位 在 染色 体 2 〈 在 多 线条 带 46C) 上 。 这 个 无 功能 突变 可 以 
在 琳 合 群体 中 保留 ， 杂 合子 含有 一 条 有 eve 无 功能 等 位 基因 的 “正常 ”染色 体 和 一 条 含 
有 该 基因 正常 拷贝 的 平衡 染色 体 。 既 然 eve 的 无 功能 等 位 基因 是 完全 隐 性 ， 这 些 果 蝇 是 
可 以 存活 的 ， 然 而 ， 在 成 体 后 代 中 只 观察 到 杂 合 子 的 存在 。 含 有 两 个 平衡 染色 体 拷 贝 的 
胚胎 不 能 存活 ， 因 为 某 些 倒 位 破坏 了 生存 必需 基因 而 产生 隐 性 致死 基因 。 另 外 ， 含 有 两 
个 找 贝 正常 染色 体 的 胚胎 也 不 能 存活 ， 因 为 它们 对 eve 的 无 功能 突变 是 纯 合 的 。 


遗传 拘 合 体 使 分 析 成 晶 中 的 致死 基因 得 以 进行 
ΜΑΗ: (mosaics) 是 在 一 个 总 体 上 “正常 ”的 遗传 背景 下 含有 小 部 分 突变 组 织 的 


动物 。 既 然 该 生物 中 大 多 数 的 组 织 是 正常 的 ， 一 


射 发 育 中 的 幼虫 ， 诱 导 有 丝 分 裂 重 组 可 以 产生 小 
块 的 engrailed/engrailed 纯 合 突变 组 织 ， 当 突 变 
部 分 出 现在 发 育 中 的 翅膀 后 面 的 区 域 ， 那 么 果 蝇 
网 表现 出 非 正 常 的 翅膀 ， 在 正常 的 后 部 结构 区 产 
生 重 复 的 前 部 结构 。 遗 传 秦 合体 分 析 提 供 了 En- 
grailed 征 将 宁 蝇 的 附 器 和 节 片 细 分 成 前 后 两 部 分 
所 必需 的 第 一 个 证 据 。 

最 令 人 惊奇 的 遗传 秦 合 体 是 雌雄 艇 合体 (图 
“2-20)， 这 些 末 蝇 是 严格 意义 上 的 半 雄 半 肉 果 晶 。 
末 晶 的 性 别 是 由 XX 染色 体 的 数目 决定 的 ， 有 两 条 
Χ 染色 体 的 个 体 是 肉 性 ， 只 有 一 条 X 染色 体 的 是 
雄性 (与 小 鼠 和 人 类 不 同 ，Y 染色 体 在 果 蝇 中 不 
决定 性 别 ，Y 只 在 产生 精子 中 需要 ) 。 在 极为 罕见 
的 情况 下 ， 随 着 精子 和 卵子 前 核 的 融合 ， 新 受精 
的 XX 胚胎 里 两 条 Χ 染色 体 中 的 一 条 会 在 第 一 次 
有 丝 分 裂 时 丢失 。 

这 种 X 染色 体 的 不 稳定 性 仅 出 现在 第 一 次 分 
aN, FER, SARA X 染色 体 的 细 
胞 核 产 生 两 条 X 染色 体 的 子 核 ， 而 只 有 一 条 义 染 
色 体 的 核 产生 的 子 代 含有 一 条 X。 如 同 我 们 在 第 
19 草 所 讨论 的 ， 这 些 细胞 核 经 历 快 速 分 裂 而 细胞 
膜 不 分 裂 ， 然 后 迁移 到 卵 的 外 围 。 这 个 迁移 是 连 
员 的， 含有 一 条 染色 体 的 核 和 含有 两 条 染色 体 的 
核 很 少 或 不 发 生 混杂 。 因 而 ， 一 半 的 胚胎 是 雄性 
的 ， 一 半 是 肉 性 的 ， 尽 管 分 开 雄 性 和 肉 性 组 织 的 
“分 界线 ”是 随机 的 ， 它 的 确切 位 置 取决 于 在 第 一 
次 分 裂 后 两 个 子 细胞 核 的 方向 。 这 条 分 界线 有 时 
把 成 蝇 切 成 左 半 部 是 肉 性 的 ， 右 半 部 是 雄性 的 。 
假设 一 条 XX 染色体 含有 隐 性 的 白眼 基因 ， 如 果 野 
生 型 X 染色 体 在 第 一 次 分 裂 时 丢失 ， 那 么 果 蝇 的 
右 半 部 ， 即 雄性 部 分 为 白眼 (雄性 半 部 只 有 突变 
HY X 染色体 )， 而 左 半 部 (上 肉 性 一 边 ) 为 红眼 
( 记 住 肉 性 半 部 有 两 条 X 染色 体 ， 携 带 显 性 的 、 
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正常 的 双 倍 体 细胞 单 染色 体 细胞 


图 22-20 MERE AA. HEME A KES 
MMi at ΚΑ AWE. a WEH Χ Y 
RTE Ti RHE CAR) 突变 ， 而 红色 的 义 染 
色 体 有 该 基因 的 正常 的 显 性 拷贝 。 如 文中 所 
述 ， 突 变 是 一 个 XX OE) 果 蝇 的 一 条 X 
染色 体 在 第 一 次 有 丝 分 裂 时 丢失 的 结果 。b. 
在 形成 的 突变 体 中 ， 果 蝇 的 一 半 是 肉 性 ， 另 
一 半 是 雄性 。 
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野生 型 的 等 位 基因 )。 
酵母 FLP 重 组 酶 能 够 有 效 产 生 遗 传 菊 合体 


经 典 遗 传 分 析 没 有 预料 到 的 是 ， 果 蝇 有 若干 个 对 分 子 研究 和 全 基因 组 分 析 有 利 的 特 
性 ， 主 要 是 果 蝇 的 基因 组 相对 较 小 ， 它 只 有 大 约 150Mb， 和 有 蛋白质 编码 基因 还 不 到 14 000 
个 ， 这 只 是 构成 小 鼠 和 人 类 基因 组 的 DNA 总 量 的 5% 。 果 蝇 进 入 当今 时 代 后 ， 人 们 改 
进 7 了 一 些 旧 的 遗传 操作 技术 ， 建 立 针 干 全 新 的 研究 方法 ， 如 制备 携带 重组 DNA 的 稳定 
转基因 株 技 术 。 

就 像 我 们 以 前 所 讨论 的 ， 遗 传 藤 合体 是 在 体 细胞 里 通过 有 丝 分裂 重 组 而 产生 的 。 起 
初 ，X 射线 被 用 来 诱导 重组 ， 虽 然 这 个 方法 效率 较 低 ， 只 能 产生 小 范围 的 突变 组 织 。 最 
Vi, Beet FLP 重组 酶 的 使 用 使 有 丝 分 裂 重 组 的 频率 得 到 了 很 大 的 提高 CA 22-21). 
FLP 识别 一 个 简单 的 序列 基 序 ，FRT， 然 后 催化 DNA ΠΕ (第 11 章 )。 通 过 了 因子 
(P-element), ΕΚΤ 序列 插入 到 4 条 染色 体 中 每 条 染色 体 的 着 丝 粒 附近 CLP); 随后 
就 产生 了 杂 合 体 的 果 蝇 ， 一 条 染色 体 上 含有 2Z 基因 的 一 个 无 功能 等 位 基因 ， 而 其 同 源 
染色 体 上 带 有 这 个 基因 的 野生 型 拷贝 ， 两 条 染色 体 都 含有 FRT 序列 。 因 为 在 果 蝇 里 没 
AAI FLP 重组 酶 ， 所 以 这 些 果 晶 是 稳定 存活 的 。 然 而 ， 在 含有 热 诱 导 hsp70 启动 子 
控制 下 的 酵母 FLP 和 蛋白 质 编码 序列 的 果 蝇 转基因 株 里 ， 还 有 可 能 引入 重组 酶 。 一 旦 进 
行 热 激 处 理 ，FLP 就 在 所 有 细胞 内 合成 。FLP 结合 到 两 个 含有 Z 基因 的 同 源 的 FRT 基 
序 上 ， 并 催化 有 丝 分 裂 重组 〈 图 22-21) 。 这 个 方法 非常 有 效 。 事 实 上 ， 短 时 间 的 热 激 
处 理 通常 可 以 产生 足够 的 FLP 重组 酶 而 在 一 个 成 蝇 的 不 同 区 域 产生 大 范围 的 z+ /zx 组 
A, 1814 P RECAE FR RA REA 4}. BEA FLP 重组 酶 在 目的 基因 两 边 
的 FRT 位 点 之 间 重 排 就 能 制造 几乎 任何 基因 的 缺失 。 


P 因子 末端 


图 22-21 FLP-FRT。 来 源 于 酵母 的 定点 重组 系统 ER 11 章 中 有 描述 ) 的 使 用 促进 了 果 蝇 中 高 水 平 的 有 丝 分 
裂 重 组 。 重 组 的 控制 是 通过 在 需要 的 时 候 在 果 蝇 中 表达 重组 酶 而 实现 的 。 


制备 携带 外 源 DNA 的 转基因 果 蝇 简便 易 行 


P 因子 是 可 转 座 的 DNA 片段 ， 能 引起 一 种 杂种 劣势 (hybrid dysgenesis) 的 遗传 
学 现象 (图 22-22， 框 19-4) 。 让 我 们 来 考虑 果 蝇 肉 性 “M” 株 和 雄性 “P” 株 〈 同 一 
种 ， 但 属 不 同 的 群体 ) 交配 的 结果 ， 其 Fi 子 代 常 常 是 不 育 的 。 原 因 是 P 株 含 有 多 拷贝 
Hy) 因子 转 座 子 ， 在 来 源 于 M 卵 的 胚胎 中 移动 ， 这 些 卵 缺少 抑制 P 因子 移动 的 抑制 蛋 
日 。P 因子 的 切除 和 插入 仅 限 于 极 细胞 ， 即 配子 〈 在 雄性 中 是 精子 ， 雌 性 中 是 卵子 ) 的 
前 体 中 。 有 时 ，P 因子 搬入 到 这 些 生殖 细胞 发 育 的 必需 基因 里 ， 就 会 导致 交配 产生 的 成 
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图 21-22 杂种 劣势 。P 因子 转 座 子 位 于 P 型 株 中 ， 因 为 阻 抑 物 的 表达 ， 使 转 座 子 保持 沉默 。 当 
P 株 与 缺乏 阻 抑 物 的 M 型 株 交配 ， 转 座 子 在 极 细胞 中 移动 ， 常 常 整合 到 生殖 细胞 形成 所 需 的 基 
因 里 。 这 就 解释 了 这 种 交配 后 代 的 高 频率 不 育 。 


AN ο 

用 了 因子 做 载体 可 以 将 重组 DNA 引入 到 正常 的 果 蝇 株 里 〈 图 22-23), SK P 因子 
RELA 3kb， 它 的 两 端 含 有 反 向 重复 序列 ， 这 对 切除 和 插入 是 必需 的 。 居 间 的 DNA 
编码 一 个 转 座 的 阻 抑 物 和 一 个 促进 移动 的 转 座 酶 。 阻 抑 物 在 发 育 中 的 P 型 株 卵 中 表达 ， 
HR, KA PBR (含有 P 因子 ) 肉 性 的 胚胎 中 P 因子 不 能 移动 ， 只 有 在 那些 缺乏 P 
因子 的 上 肉 性 M 型 株 所 产 的 卵 形成 的 胚胎 中 才能 够 移动 。 


ΚΙ ΣΕ; 


在 配子 基因 组 
中 转化 的 DNA 


图 21-23 了 因子 转化 。P 因子 可 以 用 作 果 蝇 胚 胎 转化 的 载体 。 所 以 ， 如 同 在 文中 所 讨论 的 ， 目 的 序列 可 以 插 人 
到 经 过 修饰 的 P 因子 中 。 这 个 重组 分 子 的 一 个 拷贝 将 稳定 地 整合 到 一 条 果 蝇 染色 体 的 某 一 位 置 中 。 
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重组 DNA 被 插 到 编 僻 阻 抑 物 和 转 座 酶 基因 缺乏 的 P 因子 中 ， 然 后 DNA 被 注入 早 
期 、 细 胞 〈 形 成) 前 胚胎 的 后 部 《如 同 我 们 在 第 19 章 中 所 见 ， 这 是 含有 极 粒 的 区 域 )， 
同时 将 转 座 酶 和 重组 P 因子 载体 一 并 注入 。 当 分 裂 的 核 进入 后 部 ， 它 们 获得 极 粒 、 重 
组 P 因子 DNA 以 及 转 座 酶 ; 极 细胞 从 极 质 里 出 芽 并 脱落 ， 重 组 P 因子 在 极 细胞 里 随机 
插入 到 某 个 位 置 上 。 不 同 的 极 细胞 含有 不 同 的 插入 P 因子 。 重 组 P 因子 DNA 和 转 座 酶 
的 量 古 经 过 精心 试验 的 ， 所 以 ,一 个 特定 的 极 细胞 平均 只 能 有 一 个 P 因子 的 整合 。 胚 
胎 发 育 到 成 体 ， 然 后 与 合适 的 试验 株 交 配 。 

ΠΗ P 因子 含有 一 个 “标记 ”基因 如 white*+ ， 用 来 注射 的 受 体 株 是 white, WK 
株 也 是 white ， 所 以 所 有 红眼 的 F 果 蝇 一 定 含 有 一 个 拷贝 的 重组 PP 因子。 这 种 P 因子 
枝 化 的 方法 被 经 常用 来 鉴定 调控 序列 ， 如 那些 控制 eve 条 带 2 表达 的 序列 (我 们 在 第 19 
草 讨论 过 )。 此 外 ， 这 种 策略 还 被 用 来 在 各 种 遗传 背景 下 检验 蛋白 质 编码 基因 。 

总 之 ， 了 就 像 已 经 提 到 的 ， 果 蝇 提供 微生物 模式 系统 所 有 复杂 的 、 经 典 的 分 子 遗 传 学 
的 技术 。 唯 一 明显 的 缺陷 是 缺乏 通过 与 重组 DNA 同 源 重组 的 基因 组 精确 操作 方法 ， 如 
创造 基因 缺失 。 然 而， 最 近 已 经 开发 了 这 样 的 方法 ， 现 在 正在 改进 以 便于 日 常 使 用 。 有 
意思 的 是 ， 我 们 将 会 看 到 ， 这 样 的 操作 在 更 复杂 的 小 鼠 生 物 系统 中 是 容易 进行 的 。 不 
过 ， 因 为 未 蝇 具 有 丰富 的 遗传 工具 ， 而 且 几 十 年 来 对 它 的 研究 使 我 们 积累 了 大 量 的 背景 
知识 ， 末 蝇 依 然 是 研究 发 育 和 行为 的 首要 模式 系统 之 一 。 


小 鼠 


如 未 以 秀丽 新 小 杆 线虫 和 果 蝇 为 标准 ， 小 鼠 的 生活 周期 显得 缓慢 并 且 操 作 难 度 更 
大 。 胚 胎 发 育 或 妊娠 需要 3 个 星期 ,新 生 的 小 鼠 还 要 过 5 一 6 个 星期 才能 达到 青春 期 。 
于 和 是， 小 鼠 的 正 稼 生活 周期 大 约 是 8 一 9 个 星期 ， 比 果 蝇 的 长 5 倍 多 。 然 而 ， 由 于 它 在 
进化 树 上 的 位 置 ， 鼠 类 享有 一 个 特殊 的 待遇 : 它 是 哺乳 动物 ， 因 此 和 人 类 有 亲缘 关系 。 
当然 ， 贡 猩猩 和 其 他 更 高 级 的 灵 长 类 与 人 类 之 间 有 更 近 的 亲缘 关系 ， 但 我 们 不 容易 用 它 
们 进行 各 种 在 小 鼠 中 能 够 进行 的 实验 。 

于 不 ， 小 鼠 的 人 研究 使 我 们 能 够 将 低 等 生物 如 线虫 和 果 蝇 研究 中 发 现 的 基本 原理 与 人 
类 疾病 联系 起 来 。 例 如 ， 果 蝇 的 patched 基因 编码 了 Hedgehog 受 体 的 重要 组 成 元 件 
(第 19 章 )。 采 蝇 中 缺乏 野生 patched 基因 活性 的 突变 体 ， 其 胚胎 会 表现 出 各 种 特定 的 
号 体 结构 缺陷 ， 小 鼠 中 的 同 源 基 因 在 发 育 中 也 是 重要 的 。 然 而 出 乎 意料 的 是 ， 在 鼠 和 人 
Rh, AE patched 突变 体 导 致癌 症 ， 如 皮肤 癌 ， 在 果 蝇 中 的 分 析 没 能 揭示 这 样 的 功 
能 。 态 外 ， 已 经 开发 了 能 在 正常 的 小 鼠 中 有 效 地 敲 除 特定 基因 的 方法 ， 这 种 “ 敲 除 ” 技 
影响 了 我 们 对 人 类 发 育 、 行 为 和 疾病 基本 机 制 的 了 解 。 下 面 我 们 将 简短 地 回顾 小 鼠 作 

小 鼠 的 染色 体 组 成 与 人 类 相似 : 小 鼠 有 19 条 常 染 色 体 〈 人 类 有 22 条 )， 还 有 X 和 
Υ 性 染色 体 。 在 小 鼠 和 人 类 之 间 有 着 大 量 的 同 线 性 : 小 鼠 染 色 体 的 许多 区 域 有 着 与 人 类 
染色 体 的 “ 同 源 ” 区 域 相应 的 基因 (以 同样 的 顺序 )。 小 鼠 基 因 组 已 经 被 测序 和 组 装 。 如 


在 第 19 章 中 所 讨论 的 ， 小 鼠 与 人 类 的 基因 组 几乎 
有 相同 的 基因 组 成 : 两 者 都 含有 约 30 000 个 基 
因 ， 其 中 85% 以 上 的 基因 是 一 一 对 应 的 ; 小 鼠 与 
人 类 基因 组 的 差别 大 多 数 ， 尽 管 不 是 全 部 ， 源 于 
两 个 谱系 中 的 某 些 基因 家 族 选 择 性 重复 的 不 同 。 
比较 基因 组 分 析 证 实 了 我 们 早已 知道 的 事情 ， 即 
小 轨 是 研究 人 类 发 育 和 疾病 的 优良 模型 。 


由 的 胚胎 发 育 依赖 干细胞 


小 鼠 的 卵 很 小 ， 难 以 操作 。 与 人 类 的 卵 一 样 ， 
它们 的 直径 只 有 100um， 这 使 像 在 斑马 鱼 和 青蛙 
中 进行 的 那 种 嫁接 移植 难以 在 小 鼠 中 进行 ， 但 把 
车 组 DNA 引入 小 鼠 的 细胞 系 从 而 产生 转基因 小 
忌 的 显 微 注射 法 已 经 建立 ， 下 文 将 会 对 此 进行 讨 
论 。 为 外 ， 即 使 在 发 育 的 较 早 时 期 ， 也 可 能 获得 
足够 的 小 鼠 胚 胎 ， 进 行 原 位 杂交 以 及 特定 基因 表 
达 模 式 的 直观 检测 。 这 种 直观 检测 方法 适用 于 正 
肖 的 胚胎 和 在 特定 的 遗传 位 点 发 生 缺 陷 的 突变 体 ， 

图 22-24 显示 小 鼠 胚 胎 发 生 的 概况 。 早 期 小 
和 鼠 胚 胎 的 初始 分 裂 非常 缓慢 ， 仅 以 平均 每 12 ~ 
24h 一 次 的 频率 发 生 。 在 16 细胞 期 可 以 观察 到 最 
所 的 明显 的 细胞 类 型 分 化 ， 这 时 的 胚胎 叫 桑 棋 胚 
(morula) (图 22-24， 第 6 幅 图 )。 外 周 细胞 形成 
的 组 织 与 胚胎 形成 无 关 ， 但 能 发 育成 胎盘 ， 内 部 
细胞 则 产生 内 细胞 团 (ICM)。 在 64 细胞 期 ， 只 
有 13 个 ICM 细胞 ， 这 些 细胞 浆 形成 成 鼠 的 所 有 
组 织 。ICM 是 胚胎 干细胞 的 主要 来 源 ， 可 以 在 培 
养 基 里 培养 ， 并 且 ， 一 且 加 入 合适 的 生长 因子 ， 
就 可 被 诱导 形成 各 种 类 型 的 成 体 细胞 。 人 类 干 细 
胞 已 经 成 为 相当 规模 的 社会 争论 的 话题 ， 但 确实 
提供 了 一 个 可 更 新 的 组 织 来 源 ， 以 替代 很 多 变性 
疾病 ， 如 糖尿 病 和 阿尔 茨 海 默 氏 症 中 的 缺陷 细胞 。 

在 64 细胞 期 (大约 受精 后 3 一 4d) 2 BRA 
ΠΗ» ΠΗΡΕ, (blastocyst)， 最 终 准备 着 床 。 
肽 泡 和 子宫 壁 的 相互 作用 导致 了 胎盘 的 形成 ， 胎 
盘 是 除了 原始 的 产 蛋 的 鸭 嘴 兽 之 外 所 有 哺乳 动物 
都 具有 的 特征 。 胎 盘 形 成 后 ， 胚 胎 进 入 原 肠 期 ， 
HIE, ICM 形成 所 有 3 ΕΕ. 内 胚层 、 中 胚层 


ICM 〈 内 细胞 团 ) | 
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和 外 胚层 。 之 后 不 入 ， 具 有 脑 、 准 髓 和 内 部 器 官 如 心脏 和 肝脏 的 胎儿 就 形成 了 。 

小 鼠 原 肠 胚 形成 的 第 一 期 中 ICM 分 成 了 两 个 细胞 层 : 里 面 的 下 胚层 和 外 面 的 上 胚 
层 ， 它 们 分 别 形 成 内 胚层 和 外 胚层 。 一 个 叫 原 条 (primitive streak) 的 四 槽 沿 着 上 胚层 
的 纵 加 形成， 迁移 到 四 槽 里 的 细胞 形成 了 里 面 的 中 胚层 。 原 条 的 前 端 称 为 节 (node); 
它 是 各 种 被 用 来 形成 胚胎 贯穿 前 后 的 中 轴 信 号 分 子 的 来 源 ， 这 些 信 号 分 子 包括 两 个 分 泌 
型 的 TGF-B 信号 传导 的 抑制 物 ，Chordin 和 Noggin。 缺 失 这 两 个 基因 的 双 突 变 小 鼠 胚 
胎 发 育成 没有 头 部 结构 如 前 脑 和 鼻子 的 胎儿 。 


把 外 源 DNA 引入 小 鼠 胚 胎 并 不 复杂 


用 以 在 转基因 小 鼠 中 有 效 表 达 重 组 DNA 的 显 微 注射 法 已 经 建立 。DNA 被 注射 进 
儿 细 胞 原核 ， 胚 胎 被 移 置 人 一 个 肉 鼠 的 输卵管 ， 使 其 着 床 并 发 育 ， 注 射 的 DNA 随机 地 
整合 到 基因 组 中 (图 22-25)。 整 合 的 效率 相当 高 ， 并 通常 发 生 在 发 育 的 早期 ， 往 往 是 在 
持 细 胞 胚胎 期 。 结 果 是 融合 基因 插入 大 多 数 或 所 有 的 胚胎 细胞 ， 形 成 包括 成 鼠 的 体 细胞 组 
织 和 生殖 系 的 ICM 细胞 。 用 这 种 简单 的 显 微 注射 方法 产生 的 转基因 小 鼠 大 约 50% 表 现 出 
生殖 系 转化 (germline transformation) ， 也 就 是 说 ， 它 们 的 后 代 也 含有 外 源 重 组 DNA, 


οκ 5: 


胚胎 被 植 入 接 
肉体 的 输卵管 里 


图 22-25 通过 显 微 注射 DNA 到 卵 原核 内 制备 转基因 小 鼠 。 从 刚刚 交配 的 峻 鼠 中 取出 单 细胞 胚 
胎 。 重 组 DNA 被 注射 到 细胞 核 里 ， 然 后 ， 胚 胎 被 植 入 一 个 假 孕 母 鼠 的 输卵管 内 。 几 天 后 ， 凸 
胎 着 床 ， 并 最 终 形 成 含有 重组 DNA 的 整合 拷贝 的 胎儿 。 


举例 来 说 ， 将 Hoxrb-2 基因 的 增强 子 和 lacZ 报道 基因 连接 形成 融合 基因 。 从 携带 
这 个 报道 基因 的 转基因 株 中 获得 胚胎 和 胎儿 ， 并 染色 以 观察 lacZ 的 表达 模式 。 在 此 例 中 ， 
观察 到 显 色 区 在 后 脑 中 (图 21-26)， 转 基因 小 鼠 已 经 被 用 来 研究 好 多 个 调节 序列 ， 包 括 那 
ΕΕ TS BRE AEA A HoxD 基因 的 序列 。 这 两 个 复杂 的 位 点 都 含有 远程 调控 元 件 〈 分 别 


κ. το 


小 鼠 « 815 » 


xe LCR ἨΙ GCR)， 它 们 能 协调 相 中 几 十 万 碱 基 的 不 同 基因 的 表达 (第 17 章 )。 


图 22-26 ”转基因 小 鼠 胚 胎 的 原 位 表达 模式 。 这 是 由 部 分 Ηοτύ2 基因 的 调节 区 域 与 lacZ 报道 
基因 连接 在 一 起 获得 的 转基因 小 鼠 。 从 转基因 上 肉 鼠 取出 胚胎 ， 并 染色 以 显示 BOF PLO EF 


(lacZ) 活性 的 位 置 。10. 5d 的 胚胎 后 脑 区 域 有 两 个 主要 的 染色 条 带 。 图 中 胚胎 头 朝 上 尾 向 下 。 
(来 源 : Nonchev et al. 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. 93. 9339-9345, Fig. Ic. ) 


同 源 重组 为 单个 基因 的 选择 性 去 除 提供 了 机 会 


小 妃 转 基因 的 一 个 强 有 力 的 方法 是 中 断 ， 或 “项 除 ” 单 个 遗传 位 点 的 能 力 ， 这 使 人 
失 疾 病 的 小 鼠 模 型 的 制备 成 为 可 能 。 例 如 ，z53 基因 编码 一 个 调节 蛋白 ， 它 激活 DNA 
修复 所 需 的 基因 的 表达 ,已 经 发 现 它 与 许多 人 类 癌症 有 关 。p53 功能 丧失 时 ， 由 于 
DNA 突变 的 快速 积累 ， 瘤 细胞 就 具有 更 高 的 侵 染 性 。 已 经 建立 了 一 个 小 鼠 株 ， 它 除了 
p93 基因 被 痪 除外 ， 其 余 完全 正常 ， 这 些小 鼠 非 常 容易 患 癌症 ， 死 得 很 早 。 但 这 些小 
望 用 于 检测 潜在 的 供 人 类 使 用 的 药物 和 抗 癌 剂 。 尽 管 果 蝇 中 也 有 p53 基因 ， 也 分 离 
突变 体 ， 但 它 并 不 能 像 小 鼠 模 型 那样 用 于 药物 发 现 。 
基因 打 断 实验 是 用 胚胎 干细胞 CES) 来 做 的 〈 图 22-27)， 这 些 细胞 是 通过 培养 小 
Me aK tS, ICM 细胞 只 增殖 但 不 分 化 。 为 此 构建 一 个 含有 突变 目的 基因 的 重组 
DNA。 例 如 ， 在 基因 的 起 始 端 附近 删除 一 小 段 区域 ， 而 改变 一 个 特定 目标 基因 的 蛋白 
质 编码 区 ， 从 编码 的 蛋白质 中 删除 必需 氨基 酸 的 密码 子 ， 并 在 剩余 的 编码 序列 中 产生 
码 。 经 过 改变 的 靶 基 因 和 耐 药 基因 〈 如 具有 对 新 霉 素 抗 性 的 NEO 基因 ) eH, Π 
那些 含有 转基因 的 ES 细胞 可 以 在 含有 抗生素 的 培养 基 里 生 长 。NEO 基因 被 置 于 经 过 
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把 元 隆 的 DNA 加 
到 培养 中 的 ES 细胞 


制造 无 性 系 
| seme “κια” κ 
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Fa 


图 22-27 通过 同 源 重组 进行 基因 敲 除 。 本 图 概括 了 制备 任意 基因 人 缺失 的 细胞 株 的 方法 。 目 标 基 
因 “〈 以 绿色 显示 ) 内 发 生 的 同 源 重组 导致 了 NEO 基因 的 插入 并 破坏 了 那个 基因 。 非 同 源 重组 或 
随机 重组 可 以 导致 含有 NEO 基因 的 中 断 基 因 和 胸 苷 激酶 (TK) 的 基因 的 插入 。 携 带 这 两 个 转 基 
四 片段 的 克隆 在 新 霉 素 中 都 能 存活 ， 但 同时 携带 TK 的 克隆 随后 在 丙 氧 鸟 圭 (gancyclovir， 
GANO) 中 经 过 反选 择 。 于 是 ， 只 有 含有 携带 NEO 基因 和 靶 基 因 的 转基因 片段 的 克隆 才能 存活 。 
一 旦 产生 突变 细胞 就 可 以 被 克隆 并 培养 成 融 除 该 基因 的 小 鼠 〈 图 22-25) 。 


改变 的 靶 基 因 的 下 游 ， 但 位 于 与 染色 体 同 源 的 区 段 侧翼 区 域 上 游 ， 这 样 转基因 片段 和 染 
色 体 的 双重 重组 将 导致 划 基 因 被 突变 基因 和 抗 药 基因 所 取代 (或 者 用 另 一 种 办 法 ， 
NEO 基因 可 以 插入 目标 基因 )、 

做 而 ， 也 存在 高 发 性 的 非 同 源 重 组 ， 即 发 生 在 同 源 的 体内 基因 之 外 的 不 正确 重组 。 
为 了 富 集 同 源 重 组 ， 重 组 载体 还 包含 了 一 个 标记 基因 一 一 胸 苷 激酶 基因 (TK)， 可 以 使 
用 约 物 丙 氧 乌 背 进行 负 筛 选 ， 丙 氧 鸟 苷 在 激酶 作用 下 将 转化 为 一 个 有 毒 的 化 合 物 。 在 载 
体 上 ， 胸 苷 激酶 基因 位 于 与 染色 体 同 源 的 区 域 之 外 。 通 过 同 源 重组 使 突变 基因 整合 到 桨 
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色 体 的 转化 子 会 失去 胸 苷 激酶 基因 ， 但 通过 非 同 源 重组 整合 人 染色 体 的 转化 子 含有 胸 苷 
激酶 的 完整 载体 ， 于 是 就 会 被 筛 除 掉 。 

通过 上 述 过 程 可 以 获得 重组 ES 细胞 ， 其 中 ， 一 份 目 标 基 因 与 突变 的 等 位 基因 相对 
应 。 收 集 这 些 重 组 ES 细胞 并 注射 到 正常 胚 泡 的 ICM 里 。 杂 种 胚胎 植 信 宿主 鼠 的 输 卵 
营 ， 并 让 它们 发 育 到 相应 时 期 。 有 些 源 于 杂种 胚胎 的 成 体 拥有 转化 了 的 生殖 系 ， 于 是 产 
生 售 有 突变 目标 基因 的 单 倍 体 配子 。 最 初 用 作 转 化 的 和 同 源 重组 检测 的 ES 细胞 产生 体 
细胞 组 织 和 生殖 系 。 一 旦 获得 了 具有 转化 生殖 细胞 的 小 鼠 ， 就 将 其 与 同胞 小 鼠 进 行 交配 ， 
以 获得 纯 合 突变 体 。 有 时 ， 由 于 这 些 突变 体 是 致死 的 ， 必 须 在 胚胎 时 就 对 它们 进行 分 析 。 
而 其 他 非 致 死 基 因 ， 突 变 体 胚胎 能 发 育成 生长 完全 的 小 鼠 ， 然 后 用 各 种 技术 去 检测 。 


小 鼠 中 存在 epii tk 


遗传 操作 的 胚胎 研究 发 现 了 一 个 奇怪 的 非 孟 德尔 遗传 现象 ， 或 者 表 观 遗传 现象 ， 这 
个 现象 还 称 为 亲本 印记 (parental imprinting) (图 22-28) 。 基 本 的 概念 是 某 些 基因 的 两 


ο ξ 4 9 ý k 
Gin «ἡ gop eee go δα... 
ἭΝ 基因 的 等 位 基因 站 。。\ 
: if ae. 
体 细胞 体 细胞 
减 数 分 裂 移 走 印记 
雌性 的 印记 建立 了 雄性 的 印记 建立 了 


SE AEF, ο 
nO ‘om x os 

È yt % 这 % 
RS BS > ην % 


后 代表 达 不 同 
的 等 位 基因 


图 22-28 小 鼠 中 的 印记 。 小 鼠 中 特定 基因 的 一 个 等 位 基因 的 永久 沉默 。 如 文中 
所 上 略 述 和 在 第 17 章 中 所 详细 描述 的 ， 印 记 保证 了 小 鼠 的 igf-2 基因 在 每 个 细胞 
中 只 有 一 个 拷贝 是 表达 的 。 被 表达 的 总 是 那个 源 于 父 本 染色 体 的 拷贝 。 
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个 等 位 基因 中 只 有 一 个 是 有 活性 的 ， 这 是 因为 男 一 个 拷贝 在 发 育 中 的 精子 细胞 或 发 育 中 
的 卵子 细胞 里 被 选择 性 地 失 活 了 。 让 我 们 举 个 igf-2 基因 的 例子 ， 它 编码 一 个 类 似 胰岛 
素 的 生长 因子 ， 在 发 育 胎 儿 的 内 脏 和 肝脏 中 表达 。 只 有 从 父 本 那里 继承 下 来 的 lgf2 等 
位 基因 在 胚胎 里 活跃 地 表达 ; 另 一 个 拷贝 ， 尽 管 在 序列 上 完全 正常 ， 却 是 没有 活性 的 。 
lgf-2 基因 的 母 本 和 父 本 拷贝 在 活性 上 的 这 种 差别 源 自 于 一 个 与 之 关联 的 抑制 lgf-2 36 
达 的 沉默 子 DNA 的 甲 基 化 。 在 精子 发 育 过 程 中 ，DNA 是 甲 基 化 的 ， 所 以 igf-2 基因 能 
够 在 发 育 的 胚胎 中 活化 ， 甲 基 化 抑制 了 沉默 子 ， 相反， 在 发 育 中 的 卵子 里 这 个 沉默 子 
DNA 不 被 甲 基 化 。 于 是 ， 从 母 本 继承 来 的 igf-2 等 位 基因 是 沉默 的 。 也 就 是 说 ， 对 未 
来 在 胚胎 中 的 表达 ， 这 个 基因 的 父 本 拷贝 做 了 “印记 ”， 在 这 里 ， 就 是 被 甲 基 化 了 。 这 
个 例子 在 第 17 章 里 有 详细 的 讨论 。 

在 鼠 和 人 类 中 大 约 有 30 个 被 印记 的 基因 。 其 中 许多 控制 发 育 中 胎儿 的 生长 ， 包 括 
上 述 例子 中 的 ligf-2。 有 人 提出 印记 是 为 了 保护 母亲 免 遭 她 的 胎儿 对 其 伤害 而 进化 来 
的 。lgf2 蛋白 促进 胎儿 的 生长 。 母 亲 试 图 通过 失 活 该 基因 的 母 本 拷贝 来 限制 这 种 
生长 。 

在 本 书 中 我 们 已 经 讨论 了 每 一 个 生物 必须 怎样 保持 和 复制 它 的 DNA 来 生存 、 适 应 
和 繁殖 。 在 大 多 数 生 物 中 ， 实 现 这 些 基本 的 生物 学 目标 的 总 体 战略 是 相似 的 ， 因 此 可 以 
相当 成 功 地 用 简单 的 生物 来 进行 研究 。 然 而 很 清楚 ， 在 高 级 的 生物 中 发 现 的 更 复杂 的 过 
程 ， 如 分 化 和 发 育 ， 需 要 更 复杂 的 系统 来 调节 基因 表达 ， 这 些 只 有 用 更 复杂 的 生物 才能 
研究 。 我 们 已 经 看 到 很 多 强 有 力 的 实验 技术 可 以 被 成 功 地 用 来 操作 小 鼠 ， 并 探索 各 种 复 
杂 的 生物 学 问题 。 小 鼠 已 经 成 为 研究 发 育 、 遗 传 和 生化 过 程 的 一 个 出 色 的 模式 系统 ， 这 
些 过 程 很 可 能 发 生 在 进化 程度 更 高 的 哺乳 动物 中 。 最 近 小 鼠 基 因 组 序列 的 公布 及 其 注释 
更 加 强调 了 小 鼠 作 为 模式 生物 在 进一步 探索 和 了 解 人 类 发 育 和 疾病 研究 中 的 重要 性 。 


(AM F 刘 国 振 KEE R) 
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